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RESUMO

A agricultura esta entre as atividades mais essenciais de todo o mundo. Dentro desse cenario, a
agricultura familiar contribui com maior parte da producao de alimentos mundial, combatendo
a fome. Nas ultimas décadas, o uso de agrotoxicos aumentou exponencialmente,
desempenhando um papel importante no crescimento das culturas, promovendo um alto
rendimento e protegendo as plantas contra pragas. Os fungicidas sd3o uma das classes de
agrotoxicos mais utilizados e atuam controlando o crescimento fingico nas lavouras, o
Tebuconazol (TBZ) e a Piraclostrobina (PIRA) sdao exemplos da classe. O aumento do uso de
agrotoxicos levou, a um aumento na exposi¢ao a estes produtos, sendo os trabalhadores rurais
0s mais expostos, pois entram em contato com os agrotoxicos durante o seu transporte, mistura,
carregamento e aplicagcdo. Diante do exposto, este trabalho avaliou a permeacao in vitro dos
agrotoxicos TBZ e PIRA a partir do produto concentrado e suas dilui¢des de uso (200 g/L, 0,2
e 0,4 mg/mL para o TBZ ¢ 250 g/L, 0,3 ¢ 0,5 mg/mL para a PIRA) através de pele humana,
mucosa vaginal, septo nasal suinos e cornea bovina, utilizando células de difusdo verticais e
horizontais. Foi realizada também avaliacdo da biodistribuicao destes produtos em estrutura
oculares, utilizando olhos bovinos inteiros. Além disso, foi avaliada a exposi¢ao dérmica in
vivo, a partir de ambos os agrotoxicos, em trabalhadores agricolas no municipio de Belém do
Sao Francisco, apos 4 horas de aplicacdo em plantagdo de cebola. A quantificacdao de todas as
amostras foi realizada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria
de Massas (LC-MS/MS). Nos ensaios in vitro, tanto através da pele humana quanto das mucosas
suinas (vaginal e de septo nasal) e cornea bovina, o percentual permeado do TBZ foi maior que
o da PIRA, independente das concentragdes aplicadas, mesmo as quantidades de TBZ aplicadas
serem menores. A avaliacdo em olhos inteiros evidenciou uma grande distribui¢do de ambos os
agrotoxicos nos diferentes tecidos (coérnea, iris, coroide, retina, humor vitreo) e independente
do agrotoxico utilizado, quando da aplicacao da diluicdo de menor concentragao, houve uma
diminui¢do da permeagdo da PIRA e TBZ no humor aquoso, apds 1 e 1:30hs, respectivamente,
provavelmente devido a deple¢do do agrotoxico sobre a cornea. Os resultados in vivo
demonstraram os altos niveis de agrotdxicos aos quais os agricultores estdo expostos, com a
exposicao dérmica potencial total entre 0,42-145,0 mg/pessoa’h e o fator estimado de
penetracdao no estrato corneo (FP) entre 14,88-68,83 e 0,85- 99,72% e 23,60-71,74 ¢ 9,99-
93,79% para a TBZ e PIRA nos bragos e na nuca respectivamente. A falta de paramentagdo

adequada no desenvolvimento das atividades de aplicacdo de agrotoxicos foi uma constante.

Palavras-chave: agrotoxicos; absorc¢ao cutanea; agricultor familiar; pele humana; IVPT.



ABSTRACT

Agriculture is among the world's most essential activities. Within this scenario, family farming
contributes to most of the world's food production, fighting hunger. In recent decades, the use
of pesticides has increased exponentially, playing an important role in crop growth, promoting
high yields and protecting plants against pests. Fungicides are one of the most used classes of
pesticides and act by controlling fungal growth in crops, Tebuconazole (TBZ) and
Pyraclostrobin (PIRA) are examples of the class. The increased use of pesticides has led to an
increase in exposure to these products, with rural workers being the most exposed, as they come
into contact with pesticides during transport, mixing, loading and application. Given the above,
this study evaluated the in vitro permeation of the pesticides TBZ and PIRA from the
concentrated product and its use dilutions (200 g/L, 0.2 and 0.4 mg/mL for TBZ and 250 g/L,
0.3 and 0.5 mg/mL for PIRA) through human skin, vaginal mucosa, porcine nasal septum and
bovine cornea, using vertical and horizontal diffusion cells. An evaluation of the biodistribution
of these products in ocular structures was also carried out, using whole bovine eyes. In addition,
in vivo dermal exposure was evaluated from both pesticides in agricultural workers in the
municipality of Belém do Sdo Francisco, after 4 hours of application in an onion plantation.
The quantification of all samples was performed by High Performance Liquid Chromatography
coupled to Mass Spectrometry (LC-MS/MS). In vitro assays, both through human skin and
porcine mucous membranes (vaginal and nasal septum) and bovine cornea, the permeated
percentage of TBZ was higher than that of PIRA, regardless of the concentrations applied, even
though the amounts of TBZ applied were smaller. The evaluation of whole eyes showed a wide
distribution of both pesticides in different tissues (cornea, iris, choroid, retina, vitreous humor)
and, regardless of the pesticide used, when applying the dilution of the lowest concentration,
there was a decrease in PIRA permeation and TBZ in the aqueous humor, after 1 and 1:30 hours,
respectively, probably due to depletion of the pesticide on the cornea. In vivo results
demonstrated the high levels of pesticides to which farmers are exposed, with total potential
dermal exposure between 0.42-145.0 mg/person/hr and estimated stratum corneum (PF)
penetration factor between 14.88 -68.83 and 0.85- 99.72% and 23.60-71.74 and 9.99- 93.79%
for TBZ and PIRA in the arms and nape respectively. The lack of adequate attire in the

development of pesticide application activities was a constant.

Keywords: pesticides; skin absorption; family farmer; human skin; IVPT.
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1 INTRODUCAO

A agricultura em geral, e a agricultura familiar em particular, estdo entre as atividades
mais essenciais do mundo (PETRINI et al., 2016). As pequenas propriedades e a agricultura
familiar sao responsaveis pela maior parte da producdo de alimentos em todo o mundo,
combatendo a fome e fornecendo alimentos de alta qualidade e servigos ecossistémicos
(GRAEUB et al., 2016; LAPIERRE et al., 2019; MEDINA et al., 2015).

O agricultor familiar, de acordo com a lei 11.326/2006 ¢ aquele que se enquadra em todos
0s seguintes critérios: ndo ultrapassa a area maxima de propriedade fundidria do seu municipio
ou municipio onde esta localizada a fazenda; utiliza predominantemente mao de obra da propria
familia nas atividades econdmicas de seu estabelecimento; possui renda familiar
predominantemente proveniente de atividades econdmicas vinculadas ao proprio
estabelecimento; gere o seu estabelecimento com a sua familia (PETRINI et al., 2016).

A agricultura em quase todo o mundo ndo pode existir sem o uso integrado com
agrotoxicos (ILYUSHINA et al., 2020). Esses produtos desempenham um papel importante no
crescimento das culturas agricolas, podendo ser substincias quimicas de origem natural ou
produzidas sinteticamente (DOST et al., 2023).

Nas ultimas décadas, o uso de agrotdxicos aumentou exponencialmente em todo o mundo
devido a rapida industrializagdo e a agricultura moderna (CROCOLI, ORTIZ e MOURA, 2020;
MACIRELLA, TRIPEPI e BRUNELLI, 2019). Toneladas de agrotoxicos sdo aplicadas
anualmente em campos cultivados (JURALEKOVA et al., 2022). Eles sdo usados para
controlar organismos doentes, ervas daninhas, insetos, fungos, parasitas e pragas de roedores,
além de aumentar a producao agricola e a qualidade das culturas (COOPER E DOBSON, 2007).

Dentre as classes de agrotoxicos, destacam-se os fungicidas, sendo eles empregados para
proteger e tratar varias plantas contra um amplo espectro de patogenos fungicos (ATMACA et
al., 2019; MOHSIN et al., 2019; YOUNESS ef al., 2018). Os fungicidas comumente usados
sa0 os triazois, entre os quais a molécula de tebuconazol merece maior atengdo (SHERSHNEVA
et al., 2019). Outra classe de fungicidas ¢ a classes das estrobilurinas que se tornaram uma
classe importante e comumente usada de fungicidas agricolas, podendo destacar a
Piraclostrobina como substancia desta classe (KOVACEVI¢ et al., 2021).

De acordo com a literatura, no caso de formulac¢des de agrotoxicos convencionais, apenas
aproximadamente 0,1% da substancia ativa ¢ capaz de atingir o local alvo apds a pulverizacao
na superficie da cultura. Muitos agrotdxicos sdo perdidos no meio ambiente por evaporacao,

deriva de pulverizacdo, escoamento superficial, decomposi¢do, etc. (KUMAR et al., 2019). Os
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agrotoxicos contaminam o solo € os ambientes aquaticos e, consequentemente, causam danos
significativos a macro € microorganismos nao-alvo (MAHMOOD et al., 2016).

Além do impacto ambiental, diversos estudos visam avaliar os danos a saude dos
trabalhadores rurais expostos a agrotoxicos (CATTELAN et al., 2018). Esses produtos podem
entrar no corpo durante o horario de trabalho por inalagdo, absor¢ao dérmica ou oral (ZHANG
etal.,2012). A contaminagao por agrotoxicos via exposi¢ao ocupacional foi apontada como um
dos principais problemas ambientais na agricultura globalmente (ZHANG et al., 2021).

De fato, as pessoas que realizam atividades agricolas perigosas como por exemplo, carga,
mistura ou aplicacdo de agrotoxicos tém maiores chances de sofrer riscos de toxicidade cronica
devido a sua exposi¢do continua a diversos compostos nocivos (FILIPPI et al., 2021). Além
disso, a falta de uso de equipamentos de prote¢ao individual pode aumentar a probabilidade e
a extensao dos efeitos adversos nos individuos expostos.

Como as exposi¢des prolongadas a baixas doses de agrotoxicos sdo frequentemente
dificeis de avaliar, os sinais e sintomas associados podem ndo se manifestar clinicamente
(HERNANDEZ et al., 2005). Contudo, é sabido que a exposi¢do aguda e cronica a essas
moléculas esta associada a uma variedade de efeitos adversos a saude, sendo esses efeitos
principalmente neoplasicos, neuroldgicos, respiratorios, enddcrinos e metabodlicos (GANGEMI
etal. 2016).

Considerando entdo que os agrotoxicos residuais no meio ambiente sdo contaminantes
emergentes que representam uma ameaca a seguranga ambiental e a saide humana (VERGER
e BOOBIS, 2013), ha uma necessidade continua no desenvolvimento de melhores técnicas de
triagem para qualificar os riscos potenciais a saude (TUTTLE et al., 2019).

Diante disto, este trabalho teve por objetivo realizar avaliagdo da permeagdo cutanea e
transmucosa de dois agrotoxicos, o Tebuconazol e a Piraclostrobina, utilizando estratégias in
vitro, e realizar uma avaliacdo in vivo de trabalhadores rurais, visando avaliar a exposi¢ao
dérmica dos residuos dos agrotoxicos, considerando as condigdes ambientais de trabalho na

agricultura familiar.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a exposi¢do dérmica de trabalhadores rurais a residuos dos agrotdxicos
Tebuconazol e Piraclostrobina através de estudos de permeagdo cutanea e transmucosa in vitro,
e por meio de estudo in vivo com trabalhadores rurais do municipio de Belém do Sao Francisco-

PE, mediante a quantificagdo através de ferramentas bioanaliticas de alta precisao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Adaptar metodologia analitica por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massa (LC-MS/MS) para deteccdo de residuos de Tebuconazol e
Piraclostrobina;

. Avaliar a permeagao ex vivo do Tebuconazol e Piraclostrobina através de mucosas
vaginal e septo nasal suinos e cornea bovina, utilizando células de difusdo horizontal;

. Avaliar a permeagao ex vivo do Tebuconazol e Piraclostrobina, através de pele humana,
utilizando células de difusao vertical;

. Avaliar a biodistribui¢ao oftalmica do Tebuconazol e Piraclostrobina, utilizando olhos
bovinos e suinos inteiros;

o Avaliar o potencial de irritabilidade oftalmica do Tebuconazol e Piraclostrobina por
meio do método alternativo do teste da opacidade e permeabilidade em cérnea bovina (BCOP);
o Realizar estudo in vivo para avaliagdo da exposi¢do dérmica de trabalhadores rurais aos

residuos de Tebuconazol e Piraclostrobina na lavoura de cebola.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 AGROTOXICOS

A populacdo mundial cresce em ritmo acelerado e com esse crescimento tem se projetado
uma quantidade de 9 bilhdes de pessoas no mundo até o ano de 2050, estando a maior parte do
crescimento diretamente ligada aos paises emergentes (GRILLO et al., 2021). Diante deste
rapido crescimento populacional hd um consequente aumento da necessidade de alimentos, o
que vem gerando uma grande sobrecarga ao setor da agricultura (PANDA e ZHOU, 2023).

Com o aumento da populacao global necessita-se de forma urgente aumentar a producéo
agricola em mais de 70% para acompanhar o aumento da demanda por alimentos que cresce a
cada déecada (GRILLO et al., 2021). Visando aumentar a producéo agricola, o desenvolvimento
e 0 uso de produtos agrotéxicos tém aumentado rapidamente em todo mundo (ZANG e GOSS,
2022).

Os agrotdxicos, também chamados de agroquimicos ou pesticidas, sdo produtos
empregados na producéo agricola com o objetivo de melhorar a qualidade do solo e a produgéo
(SHAHID e KHAN, 2022). De acordo com a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados
Unidos (US EPA): “qualquer substidncia ou mistura de substincias destinada a prevenir,
destruir, repelir ou mitigar qualquer praga” se enquadra na categoria de agrotoxicos (EPA US,
2012).

Sdo categorizados em (herbicidas, fungicidas e inseticidas), raticidas, moluscicidas,
nematicidas, fertilizantes sintéticos, horménios, agentes de calagem, de acidificacdo e
condicionadores de solo. Esses compostos quimicos sdo de grande importancia para a producao
agricola atual. No entanto, tais produtos foram definidos de forma diferente por diferentes
paises em diferentes momentos (FENG et al., 2021; SHAHID e KHAN, 2022).

Esses produtos sdo utilizados na agricultura principalmente para controlar pragas e
doencgas, regular o crescimento das plantas e eliminar ervas daninhas para aumentar melhorar o
rendimento das culturas (HOU et al.,, 2022; ROCCO et al.,, 2022). De acordo com
a Organizacéo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAQ), as pragas e doengas
representam uma perda de aproximadamente 30% a 40% da producdo agricola total todos os
anos (XIE et al., 2022).

A utilizacio de agrotoxicos é atualmente a estratégia de controle mais eficiente para

proteger e melhorar o processo de producdo de alimentos (XIE et al., 2022). Aproximadamente


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/fao-substance
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4,6 milhdes de toneladas de pesticidas sdo usados anualmente para controlar pragas e doengas
(WU et al., 2018; ZHAO et al., 2018).

Nos ultimos anos, uma variedade de formulagdes, contendo diversos ingredientes ativos,
foram desenvolvidas e estdo disponiveis no mercado (ILYUSHINA et al., 2020). Dentro da
classificacdo dessas formulacfes tem-se as sélidas e as liquidas. Nas formulacdes sélidas tem-
se: p6 molhavel, pd soltvel, granulados e granulos dispersiveis em agua. J& como formulacGes
liquidas tem-se principalmente: solucdes, emulsdo aquosa, concentrado emulsionavel e
concentrado em suspensdo (ADESUY!I et al., 2019; FENG et al., 2021; RI1ZVI et al., 2019).

De uma maneira geral, os agrotoxicos sdo comumente aplicados nos campos agricolas
em forma de misturas em tanques. Essas misturas compreendem o uso de diferentes produtos
de mesma classe quimica ou de diferentes classes (ILYUSHINA et al., 2020).

As formulagdes convencionais de agrotoxicos apresentam uma baixa eficiéncia de uso.
Devido a isso, 0s produtos convencionais acabam por requerer maltiplas aplicagdes e com
quantidades maiores de produtos quimicos para controlar pragas e melhorar a eficiéncia
produtiva (ZANG e GOSS, 2022).

Contudo, estima-se que apenas 0,1% dos ingredientes ativos consigam atingir de forma
eficiente os alvos bioldgicos nocivos, por possuirem rapido escoamento, taxa de aplicacdo
desigual ou baixas taxas de absorcéo/adsorcdo. Enquanto isso cerca de 90-99,9% do produto
aplicado é perdido para o meio ambiente devido a deriva de goticulas, biodegradagéo,
escoamento superficial, fotdlise e evaporacdo (KUMAR et al., 2019; ZANG e GOSS, 2022).

Essa perda resulta em varios efeitos adversos ao meio ambiente. Esses produtos, devido
as suas estruturas quimicas estaveis, sdo refratarios a degradacdo em condi¢des naturais (ZHAO
et al., 2018), logo eles se acumulam no solo, nas aguas superficiais e subterraneas, provocando
um aumento da resisténcia do organismo alvo, além de poderem causar danos irreversiveis a
ecossistemas e organismos ndo-alvo, incluindo os seres humanos (JURALEKOVA et al., 2022;
KAH et al., 2018; MA et al., 2019).

No que diz respeito aos seres humanos, 0s agrotoxicos adentram no corpo por meio da
ingestdo de alimentos contaminados, inalagdo de poeira ou aerossois e/ou por meio do contato
direto com a pele e mucosas corporais durante o processo de manuseio desse tipo de produto
(SANOJA-LOPEZ et al., 2018).

Diversos problemas de salde a curto ou longo prazo estdo associados a exposicdo a
agrotoxicos, incluindo tontura, ndusea, diarreia, irritacdo na pele, irritacdo ocular, doengas

oncoldgicas, hematoldgicas e pulmonares, cardiovasculares, desregulagdo endocrina,


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861722004817?casa_token=Lj5yjSo-vq0AAAAA:I4c9fGIe5LD6LniH16afBGj_jaCV22eCawICzZg9zbVmEaHPZ1MXr4U32ocgmpcaZkJvb398GA#bb0215
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861722004817?casa_token=Lj5yjSo-vq0AAAAA:I4c9fGIe5LD6LniH16afBGj_jaCV22eCawICzZg9zbVmEaHPZ1MXr4U32ocgmpcaZkJvb398GA#bb0255
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861722004817?casa_token=Lj5yjSo-vq0AAAAA:I4c9fGIe5LD6LniH16afBGj_jaCV22eCawICzZg9zbVmEaHPZ1MXr4U32ocgmpcaZkJvb398GA#bb0215
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861722004817?casa_token=Lj5yjSo-vq0AAAAA:I4c9fGIe5LD6LniH16afBGj_jaCV22eCawICzZg9zbVmEaHPZ1MXr4U32ocgmpcaZkJvb398GA#bb0215
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969721024931?casa_token=25lFAc29N5oAAAAA:oBOSqw_UMh92Fu16bKPHF5Xy1IMy7JhMxthn6Gf_jcRN0FJP46V4ax_NJ6EFPeu1gkJVSv4Y5A#bb0125
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/effect-on-the-environment
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861722004817?casa_token=Lj5yjSo-vq0AAAAA:I4c9fGIe5LD6LniH16afBGj_jaCV22eCawICzZg9zbVmEaHPZ1MXr4U32ocgmpcaZkJvb398GA#bb0255
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deficiéncias do sistema imunoldgico, deformidades congénitas, etc. (ELAHI et al., 2019;
ZHANG et al., 2018).
Os agrotdxicos se subdividem em classes como: fungicidas, herbicidas, inseticidas,

raticidas, acaricidas e desfolhantes.

3.2 FUNGICIDAS

Os fungicidas sdo uma das classes de agrotdxicos registradas para uso em aplicacdes
agricolas com o objetivo de controlar o crescimento fungico nas lavouras, inibindo o
crescimento ou matando especificamente o fungo causador da doenca (DOST et al., 2023;
ZUBROD et al., 2019).

Dentro de sua classe, os fungicidas sdo divididos em subclasses de acordo com o seu
mecanismo de acdo. Atualmente, os fungicidas utilizados na agricultura estdo limitados a
poucas classes (TAKEMOTO et al., 2018). Os mais prevalentes séo os inibidores da respiracéo
mitocondrial (estrobilurinas), inibidores da desmetilacdo de esterdis (triazdis) e inibidores da
succinato desidrogenase (amidas) (LUAN et al., 2022).

Uma das estratégias abordadas pelos produtores agricolas para melhorar a eficiéncia dos
fungicidas é a aplicacdo de misturas de fungicidas, onde os mesmos sdo combinados entre
diferentes classes com diferentes modos de acdo (LUAN et al., 2022). A aplicacdo destas
misturas é uma das abordagens mais importantes e mais utilizadas para prolongar a vida util de
fungicidas, visto que as misturas podem ampliar o espectro de acdo, melhorar a eficacia de
controle e retardar o desenvolvimento de resisténcia (SHARMA et al., 2022).

Os grupos de fungicidas estrobilurinas e triazéis sao importantes classes dentro do arsenal
de produtos quimicos de controle de pragas fungicas que prejudicam as lavouras, sendo
constantemente utilizados pelos trabalhadores rurais em misturas contendo a combinacgéo destas
duas classes, sendo essas misturas produzidas com o objetivo de ampliar o potencial antifungico
nas aplicacdes e consequentemente melhorar a eficiéncia curativa e protetora destes agentes
fungicidas (SHARMA et al., 2022).

3.2.1 Triazois

Os triazdis sdo fungicidas sistémicos de amplo espectro de acéo e sdo amplamente usados
na medicina, na inddstria e na agricultura desde a década de 1970 (BEN OTHMENE et al.,
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2020). Eles possuem ampla atividade antifingica, controlando doencas que reduzem a
producdo de alimentos e ameacam a salide humana (CAO et al., 2020).

Os fungicidas pertencentes a essa classe podem ser utilizados tanto para tratamentos
curativos quanto para tratamentos protetores de culturas. Se forem utilizados como solugéo
curativa, quando ja ha infec¢do flngica instaurada, eles devem ser aplicados precocemente
antes da formacao de esporos resistentes para que apresentem eficiéncia de tratamento (PEREZ-
RODRIGUEZ et al., 2019).

Apesar de estarem no mercado desde a década de 1970, os fungicidas triazélicos
ganharam popularidade no inicio dos anos 2000 como potentes agentes contra patdégenos
fangicos, sendo hoje uma das classes de agrotoxicos mais amplamente utilizados no mercado
global. Sua popularidade se deve as suas qualidades de protecdo tanto de folhas quanto de
frutos, podendo ainda ser aplicados em sementes, diminuindo a incidéncia de infec¢des fungicas
e aumentando a produtividade e a qualidade das lavouras (SHAHINASI et al., 2017).

Atualmente, os triazois correspondem a 30% dos fungicidas comercializados
mundialmente (SHISHATSKAYA et al., 2018). Com relacdo a seu mecanismo de acdo, 0s
antifngicos triazolicos atuam inibindo a atividade da lanosterol-14-a-desmetilase, enzima
participante da biossintese do ergosterol, um importante constituinte das membranas de células
fangicas. A inibicdo da atividade desta enzima evita a desmetilagéo do lanosterol em ergosterol,
levando a morte dos patégenos (PIMENTAO et al., 2020).

No entanto, o uso generalizado de agrotdxicos esta se tornando uma preocupacao global,
pois a superexposicdo a esses agentes antifungicos levou a reducdo da sensibilidade dos
patdgenos, ocasionando resisténcia a esses agentes (PRICE et al., 2015). Além disso, 0s
fungicidas triazolicos possuem potencial de serem toxicos tanto para organismos-alvo quanto
para organismos nado-alvo, possuindo efeitos toxicoldgicos consideraveis aos organismos
expostos (CAO et al., 2018; KU et al., 2015; MERCADANTE et al., 2019). Evidencias
recentes apontam que a exposi¢cdo de organismos a esses agentes ocasiona em funcéo anormal

dos cardiomidcitos e desencadeia apoptose e estresse oxidativo (BEN OTHMENE et al., 2020).

3.2.2 Estrobilurinas

Os fungicidas pertencentes a classe das estrobilurinas s&o um novo tipo de fungicida,
sendo ja reconhecidos como uma das classes mais importantes e comumente utilizadas na

atualidade (MAO et al., 2020). As estrobilurinas produzidas sinteticamente para serem
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largamente comercializadas utilizam o antifingico natural estrobilurina A como seu
componente ativo principal (ZHANG et al., 2017).

Os agentes antifungicos desta classe sdo frequentemente utilizados com funcéo protetiva,
curativa ou ainda como agente translaminar contra todas as principais classes de fungos
patogénicos em culturas, como cereais, frutas e vegetais (KUMAR et al., 2020).

As estrobilurinas tém sido usadas para inibir a respiragcdo mitocondrial fingica (HOU et
al., 2022), elas se ligam ao complexo respiratorio mitocondrial I11 e bloqueiam a_transferéncia
de elétrons do quinol para o citocromo c 1, atuando na respiragdo mitocondrial, bloqueando a
producdo de ATP e causando estresse oxidativo (BOLANOS-CARRIEL et al., 2020;
KOVACEVI¢ et al., 2021). Esses fungicidas tém sido considerados como sendo efetivos no
controle de doencas fungicas causadas por Ascomicetes, Basidiomicetos, Deuteromicetos e
Oomicetos (LI et al., 2021).

Levando em consideracdo os principais métodos de aplicacdo por pulverizacdo e
cobertura de sementes utilizados pelos produtores rurais vé-se que os fungicidas séo levados
muitas vezes a entrarem diretamente ou indiretamente em contato com o ambiente aquaticos e
lixiviar na agua (GAO et al., 2009).

Estudos presentes na literatura relatam que as estrobilurinas s&o consideradas
relativamente seguras para humanos, contudo, alguns estudos recentes demonstram que esses
produtos agrotoxicos possuem alta toxicidade para organismos aquéaticos (WANG et al., 2021).

Além disso os fungicidas da classe das estrobilurinas tém sido associados a varios efeitos
nas abelhas produtoras de mel, assim como: alteracbes comportamentais, reducdo na
longevidade dos animais adultos e alteracGes no sistema imunol6gico desses animais, 0 que

facilita sua infecgéo por diferentes agentes patogénicos (MALHAT et al., 2019).

3.3 TEBUCONAZOL

O Tebuconazol (C1sH22CIN30), (figura 1) € um agrotoxico pertencente a classe dos
fungicidas sistémicos, mais especificamente do grupo dos triazois (BAEMAGA,;
WYSZKOWSKA e KUCHARSKI, 2021). A molécula deste agrotdxico compreende dois
enantiomeros, refletindo a presenca de um Unico centro quiral na estrutura desta
molécula. Estudos indicaram que a atividade do (-)- R -Tebuconazol é maior do que a do
(+)- S - Tebuconazol (LI et al., 2012).
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Figura 1- Estrutura quimica do Tebuconazol.
N
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Fonte: DUBEY et al., 2020.

O Tebuconazol € o fungicida triazol mais utilizado no mundo (BELLOT et al., 2022),
sendo substancia ativa de muitas preparagdes, como, por exemplo, Falcon 250, Folicur 250. A
principal forma de Tebuconazol é o concentrado emulsificavel , que possui prazo de validade
curto e baixa eficiéncia de utilizacdo (SHI et al., 2022). Ele tem sido amplamente utilizado
devido as suas caracteristicas de alta eficacia contra a inibicdo de fungos alvo, amplo espectro
de acdo, baixa toxicidade, longa duracdo, forte absorcéo e ao seu baixo custo (BERGER et al.,
2017; ZHAO et al., 2022).

Sendo o Tebuconazol indicado para controlar patdgenos de plantas em mais de 60 culturas
em todo o mundo (SUN et al., 2020). Como por exemplo, em lavouras de frutas, vegetais, nozes
e cereais (JURALEKOVA et al., 2022). Este produto quimico tem seu uso indicado para
cobertura de sementes e pulverizacdo foliar, com efetividade contra uma ampla gama de
doencas, como ferrugem, bolor, oidio e manchas foliares causadas principalmente pelos
patdégenos Curvularia spp, Botrytis cinerea e Fusarium spp (AHEMAD e KHAN, 2012;
SUGANTHI et al., 2021).

Sua atuacdo se da por meio da inibicdo da biossintese do ergosterol, componente chave
das membranas celulares fungicas, por meio da inibigdo da enzima esterol 14a-desmetilase
(MONK et al., 2020; TODA et al., 2021; ZIOGAS e MALANDRAKIS, 2015).

O uso generalizado do Tebuconazol esta associado a sua estabilidade fisico-quimica,
apresentando baixa solubilidade e auséncia de fotolise em dgua (SANTOS-MIRANDA et al.,
2016; US EPA, 2000). Ele foi considerado um pesticida de baixa toxicidade com base na
Organizacio Nacional de Padrdes de Toxicidade de Pesticidas da China (JONSDOTTIR et al.,
2016). No entanto seu uso frequente causa persisténcia ambiental de seus residuos em solos e

agua por periodos de até varios meses (CAO et al., 2020).
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Estudos comprovam que o Tebuconazol apresenta lipoficidade média a alta (Log Kow =
3,7) e ¢ facilmente absorvido pelas particulas do solo (CADKOVA et al.,, 2012). Sua
solubilidade em agua a pH 5,0- 9,0 e 20 °C ¢ de 36g/L. Além disso, ele apresenta meia-vida
estimada variando de acordo com o tipo de solo e os enantidmeros da molécula, variando de
dezenas de dias a 600 dias em média (CUI et al., 2018). Podendo ser detectado na maioria dos
compartimentos ambientais, como ar, solo e agua, além de frutas e vegetais (BELLOT et al.,
2022).

O Tebuconazol tem efeitos toxicos em organismos ndo-alvo (CHMIST et al., 2019),
podendo induzir alteracBes fisioldgicas, genéticas e neurotdxicas em animais do ambiente
aquético e do solo. O Tebuconazol influencia também o ecossistema do solo, em particular os
microorganismos que o colonizam. Além de exercer um efeito direto sobre a populacdo de
fungos ele pode afetar outras propriedades microbioldgicas e bioquimicas do solo (BACMAGA;
WYSZKOWSKA e KUCHARSKI, 2021).

Apesar do Tebuconazol ter sido considerado seguro para utilizacdo na producao agricola
sob condig@es regulatorias (JURALEKOVA et al., 2022), ele foi classificado pela Agéncia de
Protecdo Ambiental dos EUA (EPA) como possivel carcindgeno humano (US EPA, 2006),
podendo a exposi¢do humana ocorrer por sua presenca em alimentos ou dgua potéavel, e também
por inalacdo ou contato dérmico em areas rurais onde este fungicida é amplamente aplicado
(SCHUMMER et al., 2012; US EPA, 2021).

Além do exposto acima, a bula do produto Rival ®, concentrado emulsionavel do
Tebuconazol traz informacBes sobre alta toxicidade ocular. E relatado que em estudos
realizados em coelhos, o produto mostrou-se extremamente irritante aos olhos, causando
opacidade de cdrnea, hiperemia da conjuntiva e irite em todos os animais testados.

Diversos estudos encontrados na literatura indicam que o Tebuconazol apresenta riscos
inevitaveis a saude humana, incluindo toxicidade hepatica (LI et al., 2020, ZHAO et al., 2017),
toxicidade da tireoide (LI et al., 2020) desregulacdo enddcrina (L1 et al., 2019, MA et al., 2021),
problemas de desenvolvimento e reproducdo (LI et al.,, 2017) e cardiotoxicidade (BEN
OTHMENE et al., 2020).

Vale ainda ressaltar que o Tebuconazol e seus metabdlitos relatados: o
Hidroxitebuconazol (TEB-OH) e Carboxitebuconazol (TEB-COOH), foram quantificados em
amostras de urina de trabalhadores agricolas, indicando maiores niveis de exposi¢ao nessa
populacéo especifica (FUSTINONI et al., 2012; MERCADANTE et al., 2019 , OERLEMANS
etal., 2018).
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3.4 PIRACLOSTROBINA

A Piraclostrobina (C19H18CIN3O4), (figura 2) € um agrotoxico fungicida sistémico
sintético pertencente a familia das estrobilurinas (DOMINGUEZ et al., 2021). A molécula deste
agrotoxico apresenta uma estrutura de pirazol que foi descoberta pela empresa BASF no ano de
1993 e entrou em comercializagdo em 2002 (LIN et al., 2022).

Figura 2- Estrutura quimica da Piraclostrobina.

Fonte: PubChem, 2022.

Atualmente, a Piraclostrobina faz parte do maior grupo de fungicidas utilizados em todo
o mundo (LI et al., 2020). Ela se tornou mais popular nos ultimos anos devido ao seu bom
controle fungico, alta eficiéncia, amplo espectro de acdo e maiores perfis de seguranca do que
os fungicidas usados anteriormente (CHEN et al., 2018; MA et al., 2019), sendo amplamente
utilizada na producéo agricola mundial (GAO et al., 2017; Ll etal., 2020; ZHANG et al., 2021).

Desde seu inicio de comercializacdo, em 2002, a Piraclostrobina vem demonstrando forte
presenca no setor agricola internacional, estando presente como principio ativo de inUmeros
produtos comerciais, como por exemplo: Priaxor™, Comet®, Abacus®, Headline®, Vivarus®
(DOMINGUEZ et al., 2021). As formulagdes frequentemente utilizadas de Piraclostrobina séo
os concentrados emulsificaveis (CE), concentrado em suspensao (SC) e granulos dispersiveis
em agua (LI et al., 2018; LIANG et al., 2021).

A Piraclostrobina tem sido amplamente utilizada para controlar quase todos os tipos de
patogenos fungicos em culturas de trigo, milho, arroz, frutas citricas, videira, batata, feijdo,
maca, trigo, alface, algoddo, amendoim, cafe, girassol, entre outras frutas e hortalicas
(ACHARYA et al., 2018; DOMINGUEZ et al., 2021; SANTANA et al., 2020; ZHANG et al.,
2019). Se apresentando efetiva contra oidio, ferrugem, mofo cinzento, mildio e brusone,

causadas principalmente por Oomicetos, Ascomicetos, Basidiomicetos e fungos assexuados,
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como Botrytis cinerea, Pseudoperonospora cubensis, Macrophoma
musae, Colletotrichum spp. e Sphaceloma ampelinum (GAO et al.,, 2019; HE et al.,
2017). Podendo ser aplicado em folhas, palha, sulcos e sementes. (MAPA, 2020).

O Mecanismo de agdo deste agrotoxico se da por meio da inibicdo da respiracao
mitocondrial pela ligacdo no sitio oxidante de ubiquinol, do complexo Ill bloqueando a
cadeia de transferéncia de elétrons e promovendo decréscimo na sintese de ATP, o que leva a
morte do patdgeno (LI et al., 2020).

Embora os agrotoxicos a base de Piraclostrobina sejam considerados produtos quimicos
agricolas ecoldgicos, devido a baixa persisténcia no ambiente natural (MERCADER et al.,
2013) nos ultimos anos, devido a extensa utilizacdo, a Piraclostrobina vem sendo
frequentemente detectada em ambientes de solo e 4gua (GUO et al., 2017; WIGHTWICK et
al., 2012), incluindo aguas superficiais e subterraneas (REILLY et al., 2012).

O uso extensivo e irracional desse fungicida leva a um excesso de contaminantes sendo
escoado para 0 ambiente aquatico por meio da irrigacdo agricola e do escoamento superficial,
portanto, 0s organismos aquaticos sdo contaminados com a presenca desse composto na agua.
A piraclostrobina é altamente toxica para organismos aquaticos ndao-alvo, especialmente peixes,
anfibios e outros animais aquaticos (LI et al., 2018; ZHANG et al., 2017), como Danio rerio,
Lepomis macrochirus, Daphnia magna, Xenopus tropicalis e Chlorella vulgaris (HUANG et
al., 2021).

Além de efeitos nocivos para organismos aquaticos, estudos relatam efeitos nocivos da
Piraclostrobina em organismos que vivem no solo, podendo induzir estresse oxidativo e danos
ao DNA (MA et al., 2019). As abelhas s&o exemplos de outros organismos que podem ser
afetados por meio da exposicéo a esse fungicida, podendo afetar as mitocdndrias dos musculos
de voo desses animais (BATISTA et al., 2020; TADEI et al., 2019).

Além do ambiente aquético, do solo, e em animais, residuos de Piraclostrobina também
foram detectados em alguns alimentos como em cafés verdes (OLIVEIRA et al., 2016), banana
(FU et al., 2016), uva (WANG et al., 2018), frutas citricas (LIU et al., 2019) e amendoim
(ZHAO et al., 2021) o que representa um sério risco de exposi¢ao humana, a partir do consumo
desses alimentos, sendo necessarios que produtos agricolas sejam submetidos a rigorosos
controles de qualidade e seguranga para evitar que 0 excesso de agrotdxicos cause danos, seja
a saude humana ou ao meio ambiente (DOMINGUEZ et al., 2021).
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3.5 AGRICULTURA FAMILIAR

Estima-se que existam cerca de 16,5 milhGes de fazendas familiares na América Latina,
nas quais trabalham cerca de 60 milhGes de pessoas, estando 56% dessas fazendas localizadas
na América do Sul (CEPAL, 2014). Essas fazendas familiares representam mais de 90% das
fazendas do mundo e s&o globalmente reconhecidas como essenciais para a seguranca
alimentar, visto que a maior parte dos alimentos do mundo s&o produzidas por elas (BERCHIN
et al.,2019).

Segundo a Organizacdo das Nagdes Unidas (ONU) a agricultura familiar ndo pode mais
ser ligada a producdo de subsisténcia, pelo contrario, ela é responsavel por 80% da producéo
alimenticia que é consumida mundialmente nos grandes centros urbanos (ONU, 2019). A
agricultura familiar, complementar a agricultura de grande escala, é essencial para a seguranca
alimentar global, especialmente nos paises em desenvolvimento, visto que ela proporciona a
criacdo de mais empregos nas areas rurais e aumenta a renda das familias (BERCHIN et
al.,2019).

A definicdo de agricultura familiar varia de acordo com cada pais, contudo em geral ela
pode ser descrita como todas as atividades agricolas de base familiar que estdo ligadas a
aspectos do desenvolvimento rural, ou seja, atividades que sdo geridas por uma familia e
dependem da mao de obra familiar (LAPIERRE et al.,2019). Os produtores nesse tipo de
segmento possuem uma posse de terra relativamente limitada, acesso limitado a recursos
(financeiros, materiais, tecnolégicos, capital humano, infraestrutura) e uma renda derivada
principalmente da terra (CERVANTES-ZAPANA et al., 2020).

A importancia dos pequenos produtores rurais comecgou a ser reconhecida na década de
1970, contudo as propriedades agricolas familiares ganharam forca a partir da década de 1990
(WANDERLEY, 2014). Sendo hoje a agricultura familiar vista como potencial de geragdo de
renda nas comunidades rurais e locais e desempenhando um papel importante na preservacéo
dos alimentos tradicionais e da agrobiodiversidade (ZAHAIKEVITCH et al.,2022).

Acredita-se que a agricultura familiar € uma forma de agricultura mais sustentavel quando
em comparada com a agricultura corporativa de larga escala. As pequenas propriedades de
cunho familiares sdo em geral consideradas mais diversificadas e utilizam praticas mais
tradicionais, 0 que acaba preservando mais caracteristicas da paisagem (WUEPPER et
al.,2020).

No Brasil, a Lei 11.326/2006 foi o principal marco legal da agricultura familiar,

possibilitando a inclusdo da atividade relacionada a agricultura familiar nas estatisticas oficiais
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do governo, garantindo base legal para politicas publicas voltadas especificamente para esse
setor, e reconhecendo os agricultores familiares como atores politicos e beneficiarios diretos
das politicas publicas (PETRINI et al.,2016).

Embora a agricultura familiar seja responsavel pela producdo de uma parcela
predominante dos alimentos produzidos no mundo, pouca informagdo sobre o uso de
agrotoxicos por esses pequenos agricultores esta disponivel, especialmente no que diz respeito
aos paises de baixa e média renda (LAPIERRE et al.,2019).

Ja é sabido o potencial toxico de produtos agrotdxicos para os seres humanos. Sabe-se
que a exposicao prolongada a esses agentes esta ligada a diversos problemas de salde, como
imunossupressdo, desequilibrios hormonais, anormalidades reprodutivas, cancer e deterioragdo
cognitiva (FAO, 2018). No entanto poucos estudos exploraram a utilizacdo de agrotdxicos no
contexto da agricultura familiar camponesa, apesar do potencial impacto dessa pratica na saude

animal e humana, bem como na renda dos agricultores (TASHO e CHO, 2016).

3.6 REGIAO DO VALE DO SAO FRANCISCO

A Regido do Vale do S&o Francisco compreende a zona do semiarido, composta por cerca
de 900 municipios pertencentes ao Distrito Federal e aos estados de Minas Gerais, Bahia, Goiés,
Pernambuco, Sergipe e Alagoas, e é conhecida como Vale do Sdo Francisco. A regido apresenta
caracteristicas de pluviosidade baixa e irregular (concentrada num periodo de 3 a 5 meses),
temperaturas altas e elevadas taxas de evapotranspiracdo. O solo da regido é originado de rochas
cristalinas, predominantemente rasos, pouco permeaveis e naturalmente férteis (EMBRAPA,
2020).

Esse conglomerado é formado por 07 municipios e abrange uma éarea de
aproximadamente 9.589,8 km? e 134.212 mil habitantes, sendo 77.140 habitantes na area
urbana e 57.072 habitantes na zona rural (IBGE, 2010). Desta forma, o Vale do S&o Francisco
apresenta-se como uma extensa area com potencial irrigado e divide-se em quatro regides
fisiograficas: Alto, Médio, Submédio e Baixo Sdo Francisco (CODEVASF, 2023).

Os estados da Bahia e Pernambuco séo os responsaveis pelos maiores percentuais do valor
da producéo gerados pela fruticultura na area de atuacéo do Banco do Nordeste do Brasil, com
32% e 22% respectivamente, devido a grande producdo de uva e manga, cultivos esses que se
concentra na Bacia do S&o Francisco (VIDAL, 2021)

Essa regido se destaca por apresentar como atividade econémica exclusivamente a

agricultura e por ser onde se encontra 0 maior cultivo de cebola, manga, meldo, melancia e



35

tomate da regido. Os produtos sdo cultivados durante todo o ano, principalmente a cebola e a
manga, com garantia de venda da producdo para compradores de diversos municipios (IBGE,
2010).

3.6.1 Belém do Sao Francisco

O municipio de Belém do S&o Francisco encontra-se a aproximadamente 540 km de
Recife, inserido na mesorregido do Sado Francisco Pernambucano, possuindo area total de
1.892,65 km? (figura 3). O municipio encontra-se inserido no semiérido nordestino entre as
latitudes de 8° 16°S a 8° 50°S e longitudes de 38° 34°W a 39° 21°’W (LOPES e DE MOURA,
2013). A populacdo do municipio é de 20.253 habitantes, segundo o Censo de 2010.

Figura 3- Mapa do estado de Pernambuco, destacando a cidade de Belém do S&o Francisco.

&
=

Fonte: https://www.ibge.gov.br/cidades-e-estados/pe/belem-do-sao-francisco.html.

Seu clima é tropical semi-arido, com chuvas de verdo. O periodo chuvoso se inicia em
novembro com término em abril. A temperatura média anual é de 26,0°C. Esta inserido na
Depresséao Sertaneja, relevo predominantemente suave ondulado (PERNAMBUCO, 2017).

A base econdbmica do municipio € a agricultura, sobretudo a fruticultura irrigada, com
exportacdes para a Europa, Japdo e América do Norte. Além disso, a cidade de Belém do Séo
Francisco tem um dos maiores potenciais turisticos do interior do Estado. E no territorio desse
municipio, por exemplo, que fica a maior concentragdo de ilhas fluviais do Brasil: sdo 88 ilhas,
umas pequenas, outras maiores, todas banhadas pelas dguas do rio S&o Francisco, conhecido

popularmente como "Velho Chico".
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3.6.2 Incidéncia de cincer em mulheres em Pernambuco

De acordo com o ultimo censo agricola realizado no Brasil, o AgroCenso do ano de 2017,
promovido pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), o Brasil possui cerca de
15 milhdes de pessoas ocupadas com agricultura, sendo 780 mil dessas pessoas no estado de
Pernambuco, distribuidos em 281 mil estabelecimentos agropecuarios. Dos estabelecimentos
agricolas situados em Pernambuco 27 % sdo organizados por produtoras do sexo feminino e 25
% relataram fazer o uso de produtos agrotoxicos (IBGE, 2017).

No Censo brasileiro realizado em 2010 o estado de Pernambuco ocupa a terceira
colocacdo com o maior percentual de mulheres na agricultura, estando atras apenas da Bahia e
Rio Grande do Sul, sendo 15,6 % de mulheres em atividades de agricultura. Mais
especificamente no municipio de Belém do S@o Francisco, onde foi realizada a avaliacdo in
vivo deste trabalho, o percentual de mulheres que trabalham na agricultura chega a 43,7%
(IGBE, 2010).

O instituto Nacional de Cancer (INCA) divulga anualmente as estimativas de incidéncia
de cancer no Brasil e em todas as unidades de nossa federag¢dao. Para o ano de 2023 estima-se
um total de 9.786.666 casos de cancer registrados no pais, sendo destes aproximadamente 25
mil no estado de Pernambuco.

Com relacdo aos canceres que atingem a populacdo feminina, ¢ estimado para o ano de
2023 em Pernambuco 2.280 casos de cancer de mama, 770 casos de cancer de colo de utero,
450 casos de cancer de ovario e 260 casos de cancer de corpo de utero. Esses numeros
representam 15,04% do total de casos de cancer estimados para o ano de 2023 no estado de

Pernambuco.

3.7 EXPOSICAO OCUPACIONAL DE TRABALHADORES RURAIS A AGROTOXICOS

O setor agricola brasileiro, vem em evidente crescimento durante as Ultimas décadas, o
gue consolidou o Brasil como o segundo maior exportador agricola mundial e o pais como o
maior consumo mundial de agrotoxicos (FAO, 2018).

Os agrotoxicos sdo produtos quimicos amplamente utilizados em lavouras para
controlar pragas, prevenir doencas de plantas e consequentemente melhorar o rendimento das
plantacbes (SAAD-HUSSEIN et al., 2019). Além disso, diferentes formula¢es s&do comumente
utilizadas simultaneamente em misturas, proporcionando a aplicacdo de um ndmero
significativo de compostos genotoxicos (DHANANJAYAN et al., 2019).
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Os trabalhadores rurais séo classificados como um dos principais grupos de risco de
exposicdo a agrotoxicos, visto que estdo em contato com esse tipo de produto em diferentes
momentos, desde o seu transporte, mistura, carregamento e aplicacdo (DHANANJAY AN et
al., 2018; KATSIKANTAMI et al., 2019). Estes trabalhadores rurais ligados a uma alta
porcentagem de intoxicacdo ocupacional devido a exposicao a agrotoxicos (SAAD-HUSSEIN
et al., 2019) o que resulta em problemas de saude, tanto a curto como a longo prazo (MARETE
etal., 2021).

A exposicdo ocupacional a produtos agrotoxicos representa um grande risco para a
salde dos trabalhadores agricolas, em particular os trabalhadores ligados a agricultura familiar
(FLYNN et al., 2021). Na agricultura corporativa de grande escala, sdo utilizados avides e
tratores durante o processo de pulverizacdo dos agrotoxicos, tornando a exposi¢do ocupacional
muito menor quando comparada com a agricultura familiar de pequena escala, onde 0s

trabalhadores utilizam pulverizadores costais ou manuais (MARETE et al., 2021).

A exposicdo a agrotéxicos ocorre principalmente durante trés diferentes momentos:
mistura/carga, pulverizacdo e reentrada (KASIOTIS et al., 2017). As etapas de mistura e
carregamento sdo associadas a maiores percentuais de exposicao, visto que nesses momentos
os trabalhadores estdo em contato com o0s produtos concentrados, contudo o processo de
pulverizacdo também merece atengdo em virtude de ser uma atividade com tempo consideravel
de duragio (RINCON et al., 2018).

Diversos estudos relatam que as préaticas seguras recomendadas para 0 manuseio de
agrotoxicos ndo sdo seguidas em paises de média e baixa renda. Esse cenario em paises de baixa
renda se da por diversas razdes regulatérias, sociais, culturais e ocupacionais (BAGHERI et al.,
2018; GESESEW et al., 2016; MEMON et al., 2019; NDAYAMBAJE et al., 2019; VAN DEN
BERG et al., 2020).

Pode-se destacar como principais impulsionadores do uso ndo consciente desses
produtos as regulamentacdes fracas, falta de informac&o sobre os riscos de contaminacao, uso
de equipamentos de pulverizacdo que apresentam riscos de vazamentos, falta de equipamentos
de protecdo individual (EPI) e baixo nivel de informagéo acerca dos processos de aplicacdo
adequada, armazenamento e técnicas que reduzam o potencial de exposicao
(SCHREINEMACHERS et al., 2012; FLYNN et al., 2021).

Frequentemente os agrotdxicos sdo pulverizados com pouco ou nenhum uso de EPI,
além disso é comum que esses produtos figuem armazenados nas residéncias dos trabalhadores,

colocando os trabalhadores e suas familias em maior risco de exposi¢do (FLYNN et al., 2021).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0013935122015134#bib20
https://www.sciencedirect.com/topics/computer-science/knapsack
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S004896971830634X?casa_token=k2lfSPTt154AAAAA:mCKZWNNQrrRR7PqGTMtw6B5Ec__DBdaAcYgO2jiTwchdrmivRGNXUsGzPKB5CAccaBbaY04vmA#bb0095
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/personal-protective-equipment
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A exposicéo ocupacional aos agrotdxicos pode ocorrer por diferentes vias, destacam-se
principalmente a exposicao por inalagéo ou contato com a pele durante o preparo das diluigdes
do produto a serem pulverizadas ou durante a pulverizacdo. Além destes meios citados, a
exposicdo pode ocorrer por via oral com o contato mdo-boca ou por meio do consumo de
alimentos contaminados durante o horério de trabalho (MOSHOU et al., 2021). A exposi¢ao
por via dérmica é relatada como sendo a principal forma de exposi¢do dos trabalhadores rurais
durante a aplicacio de agrotoxicos (MANDIC-RAJCEVIC et al., 2019; RINCON et al., 2018).

Exposicao dos olhos também precisa ser levada em consideracao, ja que 0s agrotoxicos
tém um grande potencial de danos quimicos a este tecido. A seguranca dos olhos é necessaria
em todas as etapas, desde a mistura e dilui¢cbes de agrotdxicos concentrados ou muito téxicos,
até a sua aplicacdo na lavoura. Sendo assim, sdo de extrema necessidade o uso de protetores
faciais ou Oculos de protecdo que devem ser usados em qualquer pulverizacao de agrotoxico,
seja para evitar o contato visual com a poeira e outras particulas, como proteger contra as
goticulas langadas durante a aspersdao (KUMAR, 2019).

A Organizagdo para Agricultura e Alimentacdo (FAO) e a Organizacdo Mundial de
Salde (OMS) conjuntamente instituiram diretrizes para 0 manuseio seguro de produtos
agrotoxicos. As diretrizes recomendam o uso de equipamentos de seguranca durante 0 processo
de mistura e pulverizacdo dos produtos, a utilizacdo de macac6es limpos de mangas compridas,
chapéus, aventais resistentes a produtos quimicos, protetores faciais, botas de borracha e
respiradores. Além disso, as diretrizes falam sobre o método de descarte das embalagens vazias
e dos residuos indesejados, que seria levar de volta ao fabricante para destruicdo por meio de
um método de incineragdo adequado (MEHMOOD et al., 2021).

3.8 LEGISLACAO

No Brasil, ap6s a revisdo da constituicdo de 1988, a legislacdo ambiental brasileira
apresentou consideravel avango com a publicagdo da Lei 7.802, conhecida como a “Lei dos
Agrotoxicos”, em 11 de julho de 1989 e regulamentada pelo Decreto no n® 4.074 de 2002. A
promulgacao desta lei foi um marco do movimento “Nossa Natureza” onde o governo brasileiro
da época considerou estratégico aprovar um pacote de medidas pré meio ambiente (LONDRES,
2011).

Anterior a esta Lei, existia apenas o Decreto n°® 24.114, de 14 de abril de 1934 (época na
qual os agrotoxicos nao eram utilizados como biocidas), sendo este decreto considerado a base
regulamentadora do setor (GARCIA, BUSSACOS e FISCHER, 2005).
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A lei dos agrotoxicos trata de tematicas relativas a pesquisa, a experimentacdo, a
producédo, a embalagem e rotulagem, o transporte, o armazenamento, a comercializagéo, a
propaganda comercial, a utilizacdo, a importacéo, a exportacao, o destino final dos residuos e
embalagens, o registro, a classificacdo, o controle, a inspecdo e a fiscalizacdo de agrotoxicos,
seus componentes e afins (BRASIL, 1989).

Como pontos de destaque da “Lei dos Agrotoxicos” pode-se citar:
o Os agrotdxicos s6 poderdo ser produzidos, exportados, importados, comercializados e
utilizados, se previamente registrados em 6rgéo federal,
o Os usuarios de agrotoxicos deverdo efetuar a devolucdo das embalagens vazias dos
produtos aos estabelecimentos comerciais em que foram adquiridos, sendo as empresas
produtoras e comercializadoras responsaveis pela destinacdo das embalagens;
o A venda de agrotoxicos devera ser feita através de receituario préprio, prescrito por
profissionais legalmente habilitados (engenheiro agrénomo, engenheiro florestal ou técnico
agricola);
o Para serem vendidos ou expostos a venda em todo o territdrio nacional, 0s agrotoxicos
sdo obrigados a exibir rétulos proprios e bulas contendo diversas informaces, dentre elas a
classificacdo toxicologica do produto com simbolos de perigo e frases de alerta;
o As embalagens dos agrotoxicos deverdo ser projetadas e fabricadas de forma a impedir
qualquer vazamento, evaporacdo, perda ou alteracdo de seu conteido e de modo a facilitar as
operacdes de lavagem, classificacdo, reutilizacdo e reciclagem, além de serem suficientemente
resistentes em todas as suas partes, de forma a ndo sofrer enfraquecimento e a responder
adequadamente as exigéncias de sua normal conservacao e devem ser providas de um lacre que
seja irremediavelmente destruido ao ser aberto pela primeira vez.

De acordo com o Decreto 4.074/02, para o registro de um novo produto no pais, o
fabricante deve submeter os estudos de comprovacéo de eficacia e de seguranca do agrotoxico
ao Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA), atraves da Secretaria de
Defesa Agropecuaria — DAS, ao Ministério da Saude (MS), atraves da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), e ao Ministério do Meio Ambiente, através do Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA).

Cabendo a esses Orgédos analisarem os estudos apresentados, em suas devidas areas de
competéncia, e demostrar se o produto apresenta riscos ou ndao. Quando nenhum dos 6rgaos
demostra por meio de evidencias a inadequagéo e/ou ineficacia do produto, ele é aprovado para

registro. A questdo é que nem sempre € possivel estabelecer a relacdo entre a exposi¢do aos
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agrotoxicos e os danos por eles causados a salde e ao meio ambiente (BRASIL, 2002;
LONDRES, 2011; PERES, MOREIRA e DUBOIS, 2003).

Segundo o Decreto 4.074/02, o documento fornecido para solicitacdo de registro deve
conter informacdes a respeito do diagndstico, doses de aplicacdo, quantidade total a ser
adquirida, época de aplicagdo, intervalo de seguranca e informacdes especificas sobre cultura
e/ou problema. Isto torna evidente a necessidade de uma visita técnica, pelo profissional
habilitado, a propriedade rural antes da emissao de um receituario agronémico (BRASIL, 2002;
LONDRES, 2011).

Em 2017 foi iniciada uma reclassificacdo toxicologica dos produtos agrotdxicos
comercializados no Brasil (ANVISA, 2021). Com isso, o Brasil passou a ter regras
harmonizadas com as de paises da Unifo Europeia e da Asia, entre outros, fortalecendo a
comercializacdo de produtos nacionais no exterior (CROPLIFE, 2022).

O sistema com essa finalidade foi desenvolvido pela Organizacdo das Nagdes Unidas
(ONU) — o chamado GHS (Globally Harmonized System of Classification and Labelling of
Chemicals), que esta sendo adotado por mais de 50 paises e representa uma ferramenta
importante no avanco a protecdo da saude, uma vez gque configura um sistema de comunicagéao
harmonizado e compreensivel para usuérios, fabricantes, trabalhadores e consumidores
(CROPLIFE, 2022).

No brasil o sistema GHS passou a entrar em vigor por meio do Decreto no n° 10.833 de
7 de outubro de 2021. O novo modo de classificacdo se utiliza de nameros e cores para

classificar as substancias e esta descrito na figura 4 abaixo:

Figura 4- Exemplificacdo do sistema GHS de classificagéo.
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Fonte: Adaptado de Anvisa 2021.
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E importante salientar ainda, que os Estados e Municipios também podem aprovar leis
proprias para regulamentar o comércio, o armazenamento, o transporte e 0 uso de agrotoxicos,
bem como o descarte de embalagens vazias. A Unica exigéncia € que estas leis ndo sejam mais
permissivas do que as leis federais e as estaduais no caso dos municipios (LONDRES, 2011).

A RDC 294 de 24 de julho de 2019 determina que “devem ser apresentados estudos para
estimar a absor¢do cutdnea, in vitro ou in vivo ou ambos, especificos para a formulacao
concentrada e na maior diluicdo (menor dose indicada). No caso de auséncia desses estudos,
poderdo ser apresentados estudos conduzidos com outras formulacdes, concentragdes e

dilui¢des, ou valores padrdo de absor¢ao”.

3.9 ESTUDOS DE ABSORCAO DERMICA IN VITRO

De modo geral, a pele é constituida por trés barreiras principais: a epiderme, subdividida
em epiderme ndo viavel (estrato corneo) e epiderme viavel, a derme e a hipoderme (Figura 5).
A epiderme, camada que fica em contato com o meio exterior, é fina e avascular, representando
a barreira fisioldgica de protecdo. A derme é a camada abaixo da epiderme, caracterizada por
ser altamente vascularizada, além de contribuir na elasticidade, coesdo e termorregulacdo da
pele. A hipoderme é a camada mais profunda da pele e assume fun¢des de protecdo e reserva
energética (COUTURAUD, 2009; RHEIN et al., 2009).

Figura 5- Figura esquematica das camadas da pele e estruturas anexas.
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Fonte: https://afh.bio.br/sistemas/tegumentar/1.php.

Com base na estrutura da pele, existem trés rotas possiveis para absor¢do percutanea:

intercelular, intracelular e transapéndice (Figura 6). Na rota intercelular ocorre difusdo atraves


https://afh.bio.br/sistemas/tegumentar/1.php
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da matriz lipidica atravessando os pequenos espacos entre as células. Na via intracelular, ocorre
a passagem tanto pela bicamada lipidica quanto pelo citoplasma de queratindcitos mortos
difundindo-se pelos cornedcitos do estrato corneo. Ja a via transapéndice envolve a penetracdo
através das glandulas sudoriparas e dos foliculos pilosos com suas glandulas sebaceas
associadas (NAFISI e MAIBACH, 2018).

Figura 6- Vias de permeacdo através da pele.

Fonte: Adaptado de Bolzinger et al., 2012.

Os estudos de permeacao da pele que tradicionalmente, desempenham um papel essencial
na selecdo de medicamentos para a aplicacdo topica ou transdérmica, tem se tornado uma
importante forma de avaliacdo para prever o risco de exposi¢do a produtos quimicos (FABIAN
et al.,, 2017), podendo ser utilizados para obtencdo de dados de exposi¢do ocupacional a
agrotoxicos, como mostra centenas de estudos publicados (AGGARWAL et al.,
2014; AGGARWAL et al., 2015; EFSA, 2011; EFSA, 2017).

Para realizar estudos de absorcdo dérmica podem ser empregados varios métodos,
podendo esses métodos serem baseados em modelos in vivo, que consideram o0 uso de animais
(incluindo humanos), e in vitro, que sdo 0s que tentam mimetizar o comportamento de
organismos vivos usando peles genuinas ou sintéticas, a partir de pele de diferentes animais,
incluindo porco, camundongo, rato, cobaia e pele humana (ABD, 2016; SAWERES-
ARGUELLES et al., 2023).

Os métodos mais comuns para avaliar a absor¢do cutanea in vitro empregam células de
difusdo, que trazem como vantagens, 0 baixo custo, curto tempo de ensaio e boa
reprodutibilidade dos resultados (BARTOSOVA e BAJGAR, 2012; BRAIN et al., 2002; SHEN
et al. 2014). Conforme diversos relatos na literatura, a célula estatica de Franz, descrita por


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0273230019301151#bib1
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0273230019301151#bib1
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0273230019301151#bib2
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0273230019301151#bib6
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0273230019301151#bib8
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Thomas J. Franz em 1975, (Figura 7) consiste no aparato mais utilizado para realizar os estudos
de absorcéo cutanea in vitro (ARAUJO, 2016; LEAL et al.; 2017).
Figura 7- a) Célula de difusdo de Franz. (b) Representacdo esquematica de uma célula de

difusdo de Franz.
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Fonte: https://permegear.com/diffusion-cells/.

Esses dispositivos sdo constituidos de material inerte, como vidro (transparente ou &mbar)
ou Teflon. Apresentam dois compartimentos, um doador (para aplicagcdo do produto teste) e
outro receptor (a partir da qual a concentracdo do produto teste pode ser investigada). Os
compartimentos citados sdo separados por uma membrana sintética ou natural, com uma
superficie efetiva de 1,0-5,0cm? (ZSIKO, 2019).

O compartimento receptor, com capacidade de 5 a 12mL € preenchido com uma solucéo
que favorece as condic¢des sink, isto €, uma condi¢do de ndo saturacdo do sistema dindmico,
possibilitando um fluxo continuo do farmaco, estando a solucdo receptora mantida
constantemente sob agitacdo por meio de uma barra magnética e um espiral (SILVA et al.,
2010). A temperatura é mantida por meio de um “banho jaquetado” com &gua termostatizada
que circunda o compartimento receptor (KATTAN et al., 2000).

A quantidade de farmaco que permeia do compartimento doador para o receptor €
determinada em funcdo do tempo pela remocéo do fluido receptor em intervalos pré-definidos
(OECD, 2004; SILVA et al., 2010; SIMON et al., 2016). A utilizagdo de sistemas
automatizados facilita o trabalho dos pesquisadores e reduze o erro da amostragem humana
(ZSIKO, 2019).

Ao final do ensaio de absorcdo cuténea, &€ possivel também quantificar o farmaco

remanescente no estrato cérneo (EC), retirando essa camada de células pela técnica de tape-


https://permegear.com/diffusion-cells/
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stripping, (figura 8) que consiste na retirada sequencial de camadas do EC com o uso de fitas
adesivas adequadas (NARKAR, 2010).

Figura 8- Representacao esquematica da técnica de tape-stripping.
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Fonte: KANFER, 2010.

As células de difusdo horizontal, lateral-bi-lateral ou side-by-side (Figura 9), assim como
as células de Franz séo classificadas como células de difuséo estaticas, onde o volume da
solucdo receptora é mantido constante. Elas devem ser constituidas de material inerte, como
vidro (transparente ou ambar) ou Teflon (KATTAN et al., 2000). Podem ser usadas para
pesquisas que usem barreiras e meios Umidos, como na absorcdo nasal, bucal, vaginal entre
outros (TRBOJEVICH, 2016).

Figura 9- (a) Células de difusao side-by-side. (b) Representacdo esquematica de uma célula de
difusdo side-by-side.
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Fonte: https://permegear.com/side-bi-side-cells/.

A célula é dividida em compartimentos receptor e doador, com um baixo volume de
solugéo (3,5 mL) para cada compartimento e uma pequena area de membrana (0,64 cm?), além
de que apresentam barras de agitacdo magnética para ambos os lados. O sistema € controlado

pela &gua termostatizada que circula ao redor dos dois compartimentos (KATTAN et al., 2000).
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3.10 MEMBRANAS BIOLOGICAS UTILIZADAS EM ESTUDOS DE ABSORCAO IN
VITRO

3.10.1 Pele humana

Nos estudos de permeacdo cutanea, a biomembrana mais aconselhada a ser utilizada
consiste na pele humana ex vivo que geralmente € proveniente de cirurgia plastica. No entanto,
as amostras de pele sdo de dificil acesso para a maioria dos pesquisadores, devido aos entraves
éticos (BARBERO, 2009; FRANZ et al., 2011; VERBAAN et al., 2008).

Além disso essas amostras de pele normalmente sdo obtidas de uma variedade de locais
anatdmicos e apos muitos estados de doencgas diferentes, o que pode alterar a permeabilidade
percutanea (HENNING; SCHAEFER e NEUMANN, 2009; KATTAN; ABSILL e HAIDAR,
2000; SCHMOOK; MEINGASSNER e BILLICH, 2001).

Contudo, a pele humana se apresenta como a membrana bioldgica mais recomendada
de ser utilizada devido a sua permeabilidade reduzida do que a pele animal (ABD et al.,
2016; BENAVIDES et al., 2020; FLATEN et al., 2015; NEUPANE et al., 2020).

Em conclusdo, a pele humana ex vivo € o melhor modelo preditivo para estudos de
absorcéo cutanea e, portanto, é conhecida como o padrdo ouro em condicGes ex vivo (ABD et
al., 2016; NEUPANE et al., 2020).

3.10.2 Mucosa vaginal

Uma ampla variedade de modelos animais pode ser sugerida como substitutos adequados
a pele humana e estes tém sido utilizados para avaliar a permeacdo percutanea de moléculas.
Em caso de substituicdo da pele humana, é sugerida uma escala de modelo animal, que pode
ser aplicada para avaliar a permeacdo percutanea de substancias, essa escala inclui: primata,
rato, porco, porco da india e cobra (GODIN e TOUITOU, 2007).

Varios estudos utilizaram ratos e camundongos de laboratorio para estudos de irritagdo
genital. No entanto, o revestimento vaginal espesso e queratinizado de roedores pode limitar a
aplicacdo de resultados obtidos com este modelo para seres humanos (DAVIS et al., 2001).
Entre os animais experimentais maiores, 0 porco tem a vantagem de ser notavelmente
semelhante ao humano em termos de anatomia, fisiologia, metabolismo e patologia (SQUIER
et al., 2008).

Para além da estrutura anatdmica, também o pH, a secrecéo vaginal, a produgdo de muco

cervical e a resposta inflamatdria entre mucosa vaginal humana e a suina mostram semelhangas,
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sugerindo o modelo suino como o mais apropriado aos estudos ex vivo da mucosa vaginal
(D’CRUZ et al., 2005; INFARMED, 2010).

Para realizacao de estudos de permeacao ex vivo a utilizacdo de mucosa vaginal da espécie
suina revelou ser vantajosa frente a outras espécies, uma vez que é notavelmente similar a

humana em termos de anatomia, fisiologia, metabolismo e patologia (IFRAMED, 2010).

3.10.3 Cornea bovina

Vérias espécies, incluindo macacos, cavalos, porcos, caes, gatos, coelhos e roedores sao
utilizadas para avaliacdo de farmacos de uso ocular (BOUHENNI et al., 2012; PENNESI et al.,
2012).

Experimentos com macacos requerem instalacdes laboratoriais especiais, tornando-os
inacessiveis para a maioria dos pesquisadores. A cérnea suina é utilizada devido a sua espessura
e estrutura semelhantes as da cornea humana (RICHTER e KEIPERT, 2004).

Com relacéo a utilizacdo de camundongos e ratos a principal desvantagem € o pequeno
globo ocular, dificultando o acesso a manipulacbes clinicas. J& os coelhos tém olhos
relativamente grandes, compartilhando muitas caracteristicas anatbmicas com seres humanos,
incluindo o tamanho do globo ocular, sua estrutura interna e sistema Optico, caracteristicas
biomecanicas e bioguimicas, bem como o volume da cavidade conjuntiva (BOUHENNI et al.,
2012; PENNESI et al., 2012). No entanto, o olho de coelho mostra diferencas distintas do olho
humano, incluindo piscadas menos frequentes, que podem diminuir significativamente a
drenagem pré-cornea de solucGes topicamente aplicadas, e maior area superficial da cornea e
conjuntiva (URTTI e SALMINENI, 1993).

Em relacdo aos olhos bovinos, além de serem facilmente obtidos em abatedouros de
animais, sdo utilizados ha anos nos campos da anatomia, fisiologia, bem como em praticas de
disseccdo, para o treinamento de técnicas oftalmoldgicas, além de sua utilizacdo em métodos
alternativos validados internacionalmente como o Teste de permeabilidade e opacidade da
cérnea bovina (BCOP) (DOUGHTY, PETROU e MACMILLAN, 1995). Sendo assim, os olhos
bovinos apresentam estruturas semelhantes aos olhos humanos (CHERUVU e KOMPELLA,
2006).

Nesse contexto, a cornea bovina é composta por cinco camadas: o epitélio, a membrana
de Bowman, o estroma, a membrana de Descemet o endotélio. Seu didmetro € de cerca de 11,7
mm e sua espessura esta entre 0,5 a 0,7 mm, sendo a cornea mais espessa no centro em relagao

ao limbo. A principal barreira que, normalmente, restringe a absor¢do de compostos pelos
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olhos, ¢ o epitélio (espessura 50 a 90 um), uma vez que o estroma e endotélio, devido a suas
naturezas aquosas, dificultam a permeacdo de compostos altamente lipofilicos (MUN et al.,
2014). De semelhante modo, a cornea humana apresenta sua estrutura composta pelo epitélio
(50 pum), pela membrana de Bowman (10 um a 15 um), pelo estroma (500 pum), pela membrana
de Descemet (2,2 nm - 45 nm) e pelo endotélio (densidade celular 400 células/mm?)
(FRANCO, 2005).

O uso dos olhos bovinos se deve a eles estarem prontamente disponiveis em abatedouros,

sdo de qualidade aceitavel e tém baixo custo.

3.10.4 Mucosa de septo nasal

O porco tem sido amplamente utilizado como modelo em estudos que investigam a
administracdo oral, ocular, transdérmica, intestinal e bucal de farmacos (WADELL et al.,
1999). A semelhanca da anatomia (por exemplo, distribuicdo de células epiteliais) do sistema
respiratdrio superior, incluindo a cavidade nasal de porcos e humanos, foi evidenciada em
diversos estudos (RAJAO e VINCENT, 2015; IWATSUKI-HORIMOTO et al.,
2017; STARBZK et al., 2018; TARBAK et al., 2022).

Embora a morfologia das vias aéreas suinas seja mais cartilaginosa e varie um pouco de
acordo com a idade e a racga, 0 trato respiratério suino € um excelente modelo para a
investigacdo de caracteristicas da via respiratéria humana, visto que as vias respiratorias
superiores de porcos e humanos sdo anatomicamente semelhantes (RAJAO e VINCENT,
2015).

O uso de mucosa nasal suina viavel provou ser bem sucedida para investigacdo in vitro
em estudos de absorcdo (OSTH et al., 2002). Existem vérias vantagens associadas ao uso da
mucosa suina, por exemplo, sua acessibilidade, pois pode ser coletada de animais pds abate.
Além disso, destaca-se a obtencdo de pecas com superficie suficiente para montagem nas
células de difusdo (FRANSEN et al., 2007).

3.11 BIODISTRIBUICAO DE SUSTANCIAS QUIMICAS NOS OLHOS

O olho ¢ dividido em varias estruturas anatomicas claramente diferenciadas que incluem
a superficie ocular (cornea e esclera), a iris, o cristalino, o corpo ciliar, os humores aquoso ¢
vitreo, cordide e retina (ALAMBIAGA-CARAVACA et al., 2023). Ap6s instilagdo topica de

substancias na superficie ocular pode ocorrer a permeagdo oftdlmica de tal substancia, através


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0171298522000183#b0185
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0171298522000183#b0100
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0171298522000183#b0100
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0171298522000183#b0215
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0171298522000183#b0185
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0171298522000183#b0185

48

da passagem pela cornea, conjuntiva ou esclera (HUGHES et al., 2005; KANG-MIELER et al.,
2014).

Apesar da facil acessibilidade do olho, absor¢do de substancias através de sua superficie
nao ocorre de maneira tao facil, principalmente devido as barreiras fisicas existentes no olho,
suas enzimas e ao curto tempo de residéncia das substancias na superficie ocular (AGRAHARI
etal., 2016).

As barreiras pré-corneanas sao barreiras encontradas por substancias antes de entrarem
em contato com a cornea, sejam essas substancias administradas topicamente ou substancias as
quais o individuo venha a estar exposto (ONUGWU et al., 2023). Sendo essas barreiras o
lacrimejamento, o ato de piscar e o fendmeno de drenagem nasolacrimal (WEN et al., 2019).
Ou seja, quando uma substancia chega ao olho por meio de gotas, uma alta porcentagem ¢
eliminada ao piscar e diluida pelas lagrimas (MORRISON e KHUTORYANSKIY, 2014).

O olho humano ¢ capaz de acomodar cerca de 7-30 pL de fluido sem derramar, logo
qualquer volume acima deste que atinge a superficie ocular medicamento ¢ perdida devido ao
derramamento do fluido excessivo (VAM SANTVLIET et al., 2004; LUDWIG et al., 2021).
Além desse volume ocular limitado, a taxa de renovacao da ldgrima humana de 14,9% a cada
minuto minimiza o tempo de contato de substancias com a superficie ocular (ONUGWU et al.,
2023).

As barreiras teciduais, ou seja, a cornea, conjuntiva, esclera e corodide , representam
resisténcia a passagem de substincias através de juncdes epiteliais apertadas, matrizes de
proteoglicanos e fibrilas de coldgeno dentro de suas estruturas (ALQAWLAQ et al., 2014).

Duas vias possiveis disponiveis para os compostos atingirem os tecidos intraoculares sao
as vias transcorneana € a via conjuntiva/esclera. Na via transcorneana, as drogas se difundem
através da coérnea para o humor aquoso, onde a droga ¢ distribuida para outros tecidos
(ONUGWU et al., 2023). A principal via de absor¢do intraocular de drogas ¢ a cornea, que
atua como a segunda barreira fisica para a entrada de substancias no olho, sendo projetada para
impedir a entrada de moléculas e particulas estranhas (MOFIDAR et al., 2021).

A cornea € uma estrutura transparente e barreira estrutural que cobre a frente do olho, ela
se apresenta com uma pequena area de superficie (menos de 6% da superficie ocular) e é
relativamente impermeavel devido a sua estrutura multicamadas com combinag¢ao de camadas
lipofilicas e hidrofilicas. O epitélio da cornea, estroma e endotélio sdo as principais barreiras
estruturais para a entrada de substancias no olho (BUCOLO et al., 2008).

Na via transcorneana a substancia se difunde através da cornea, da camara anterior,

através da pupila e na camara posterior, depois passa pelas zonulas (corpos suspensorios) € no
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vitreo, e finalmente passa através retina e camada de epitélio pigmentar da retina (RPE) para
entrar na circulagao sist€émica através da vasculatura cordide (GAUDANA et al.,2010; WENG
etal., 2017).

A via alternativa para substancias entrarem no olho apds a instilagdo € a via ndo corneana
que consiste na conjuntiva e na esclera (TSAI et al., 2018). Em comparagdo com a cornea, a
conjuntiva tem uma area de superficie maior (17 vezes maior), maior espacamento intercelular
e maior permeabilidade (RAMOS et al., 2015). A difusao de substancias através da esclera
ocorre através dos espagos perivasculares e entre as fibrilas esclerais para eventualmente
alcangar a cordide e, finalmente, atingir a retina (MOFIDAR et al., 2021).

No entanto, a permea¢do de drogas oculares topicas pela via conjuntival/escleral ¢
considerada ndo produtiva. Isso se deve a presenga de capilares sanguineos e linfaticos, que
reduzem a biodisponibilidade ocular ao produzir um fluxo considerdvel de drogas para a

circulagdo sanguinea (ONUGWU et al., 2023).

3.12 TESTE DE OPACIDADE E PERMEABILIDADE EM CORNEA BOVINA

A avaliagdo do potencial de irritagdo ocular € um parametro necessario na avaliagdo da
seguranca de produtos industriais e, portanto, faz parte dos requisitos do sistema regulatorio
internacional para o teste de produtos quimicos (ADRIAENS et al., 2014). O teste de opacidade
e permeabilidade em cornea bovina (BCOP) foi descrito pela primeira vez por Gautheron em
1992, que se baseou em métodos originalmente descritos por Muir e Tchao (VERSTRAELEN
etal.,2013).

O ensaio ¢ um modelo organotipico que fornece a manuten¢ao em curto prazo, da fungao
fisioldgica e bioquimica normal da cornea bovina in vitro. Assim, o dano causado a cornea pelo
produto em teste ¢ avaliado por meio das medidas quantitativas de alteragdes na opacidade da
cornea e na permeabilidade a fluoresceina, sendo esses parametros avaliados por meio de um
opacitdmetro e um espectrofotometro de luz visivel, respectivamente (OECD, 2013).

Diante disso, o teste de opacidade e permeabilidade em cornea bovina, metodologia
baseada no método de Muir (1984), tem o objetivo de avaliar o potencial irritante de um produto
a partir da desnaturacdo proteica, precipitacdo celular ou inchago estromal que culminam na
opacidade na cornea bovina. Além de avaliar a relacdo que essas alteracdes provocadas podem
ter como influéncia direta na permeabilidade dessa cornea. Os dados de opacidade da cornea
bovina sdo obtidos através de leituras de opacidade que sdo realizadas durante o experimento e

de acordo com o protocolo especifico usando o opacitometro OP-KIT, que se trata de um
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opacitometro de luz dupla (policromatico), capaz de fornecer resultados pela leitura ponderada
da transmissdo de luz, medindo as mudangas na tensdo quando a transmissdo de luz branca
altera a medida que passa através da cornea (VERSTRAELEN et al., 2013).

O teste de opacidade e permeabilidade em cornea bovina (BCOP) foi o primeiro método
alternativo validado e aceito pelas agéncias reguladoras dos Estados Unidos que compdem o
The Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods (ICCVAM)
como um teste para seguranga oftdlmica, em alternativa ao teste de irritacao ocular de Draize,
sendo aceito internacionalmente em 2009 pelo guia 437 da OCDE, que foi revisado e atualizado
em 2013 (SCOTT et al., 2010). Atualmente, o BCOP ¢ um método alternativo validado
internacionalmente pelo EURL-ECVAM, reconhecido nacionalmente pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) e aceito pela ANVISA para fins
regulatorios na avaliacdo do potencial de irritagdo ocular (BRASIL, 2014).

Entretanto, o BCOP apresenta algumas limitagdes. O método possui uma precisao geral
de 79% quando usado para classificar a categoria 1 do sistema globalmente harmonizado de
classificagdo (GHS) quando comparado ao teste de Draize. Essa perda de precisdo foi associada
as altas taxas de falsos positivos para alcoois, cetonas e materiais de teste sélidos, mas quando
estes compostos sdo excluidos, a precisao do BCOP aumenta para 85% (OECD, 2009).

Desta forma o BCOP nao ¢ recomendado para a avaliagdo de produtos com baixo
potencial irritante, visto que possui boa capacidade de predi¢dao apenas para produtos corrosivos
ou com potencial irritante severo (DONAHUE et al., 201; OECD, 2009; OLIVEIRA ef al.,
2012).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 INSUMOS

Os produtos comerciais obtidos para realizacdo dos experimentos foram os agrotdxicos
Rival 200 EC®, produto comercial contendo a substancia ativa Tebuconazol 200g/L, obtido da
Sumitomo Chemical ¢ Comet 250®, produto comercial contendo a substancia ativa
Piraclostrobina 250g/L, obtido da Basf. Os agrotoxicos foram utilizados nos ensaios conforme
indicacao da bula dos respectivos produtos.

As substancias quimicas de referéncia utilizadas para as quantifica¢des analiticas foram
Folicur (Tebuconazole) 1000 pg/mL lote: 091021, com pureza de 99% e Pyraclostrobin 1000
png/mL lote: 090921, com pureza de 99,5%, ambos obtidos da Absolute Standards, Inc. Todos
os reagentes utilizados nas andlises foram de grau analitico e as vidrarias previamente
calibradas, além de utilizacdo de agua obtida em sistema de ultra purificacdo Purelab, Elga,

EUA.

4.2 SELECAO DOS AGROTOXICOS

Os agrotoxicos avaliados neste estudo foram selecionados baseados em uma lista
empirica de agrotoxicos mais utilizados na plantacdo de cebola, na regido do Vale do Sao
Francisco em Pernambuco, mais especificamente em Belém do Sdo Francisco, onde foi

realizado o estudo in vivo.

4.3 QUANTIFICACAO DOS AGROTOXICOS

4.3.1 Adaptacio de método bioanalitico por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas triplo quadrupolo (LC-MS/MS) para quantificacao

das amostras de Tebuconazol e Piraclostrobina

O método bioanalitico utilizado para quantificacdo das amostras dos estudos in vitro e in
vivo foi adaptado de Park et al., 2021. A metodologia adotada foi por cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (Shimadzu Corp. Kyoto, Japao) acoplada a espectrometria de massas triplo
quadrupolo Sciex 3200 QTRAP (MDS-SCIEX, Toronto, Canadd).

O método de analise descrito por Park et al., 2021 utilizou coluna cromatografica Kinetex

C18 2.1 x 100 mm, 2.6 um a temperatura de 40 °C, com o volume de inje¢cdo de 4 pL. A fase
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movel utilizada foi composta fase organica metanol + 4cido féormico a 0,1% e fase aquosa
formiato de aménio SMm + é4cido férmico a 0,1%, em um gradiente totalizando uma duragao

de 15 minutos de corrida analitica com fluxo de 0,3 mL/min.

4.3.2 Solucdes estoque

As solugdes estoque dos agrotdxicos Tebuconazol e Piraclostrobina foram preparadas a
partir dos padrdes Folicur (Tebuconazole) 1000 pg/mL e Pyraclostrobin 1000 ug/mL. Foi
transferido um volume de 10 pL de cada padrao para um tubo Falcon® com capacidade de 15
mL, onde foi acrescido 9.990 uL de metanol. Obteve-se entdo solugdes estoque, individuais, de

concentragdo 1000 ng/mL de ambos os agrotoxicos.

4.3.3 Curva de calibracio

Foram preparadas curvas de calibragdo dos agrotoxicos Tebuconazol e Piraclostrobina a
partir das solugdes estoque preparadas previamente na concentragdo de 1000 ng/mL. As curvas
de calibragao foram construidas nas concentragdes de 10, 20, 50, 100, 200, 300, 500, 750 e

1000 ng/mL em metanol.

4.3.4 Preparo das amostras utilizadas para obtenciao das condi¢des espectrométricas e

para otimiza¢io cromatografica

As solucdes dos agrotoxicos Tebuconazol e Piraclostrobina foram preparadas em
metanol, a partir dos padroes dos mesmos. A solucdo preparada foi de 500 ng/ml, de
concentracgdo. A essa solugdo foi adicionado 0,1% de 4cido férmico com o objetivo de melhorar
a ionizacao de ambos os compostos a serem analisados. As amostras foram sempre preparadas
imediatamente antes do inicio dos experimentos.

Os parametros relativos a espectrometria de massas foram otimizados de acordo com
caracteristicas quimicas de cada uma das moléculas, tais como a voltagem do capilar de
ionizacao (IS), o potencial desagregante (DP), a energia de focalizagao dos ions (EP), as
pressdes dos gases responsaveis pela nebulizagdo (GS1) e a evaporagdo das particulas do
solvente (GS2), além das voltagens relativas a transmissdo dos ions pelos quadrupolos,

incluindo a energia de entrada na camara de colisdo (CEP), a energia de colisdao (CE) e a energia
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de saida da camara de colisdo (CXP). As infusdes foram realizadas com o auxilio de bomba de
infusdo acoplada ao equipamento, com fluxo para ambas de 30 pL/min.

As condic¢des cromatograficas foram ajustadas com relagao as do método da literatura ja
citado. A mesma fase moével foi utilizada, contudo a coluna cromatografica e volume de injecao
foram alterados. Além destes parametros, ajustou-se o método analitico para eluicdo isocratica,
visto que o método ¢ aplicado a multiresiduos e o presente trabalho teve o objetivo de analisar

apenas dois agrotoxicos.

4.3.5 Processamento e Analise dos dados

Os dados foram obtidos utilizando software Analyst® 1.7 (Applied Biosystems, SCIEX,
Toronto, Canadd) e processados através do software MultiQuant® 3.0 (Applied Biosystems,

SCIEX, Toronto, Canada).

4.4  ESCOLHA DO SOLVENTE EXTRATOR PARA AS DIFERENTES MEMBRANAS
BIOLOGICAS

Para escolha do solvente extrator mais adequado a ser utilizado na extragdo de cada uma
das membranas biologicas avaliadas nos ensaios de permeagao (pele humana, mucosa vaginal
e septo nasal suino e estruturas oculares bovinas e suinas: cornea, iris, humor vitreo, coroide e
retinas), foram testados diferentes solventes, entre eles o Metanol (MeOH), Acetonitrila (ACN),
Metanol: Agua (70:30), Metanol: Isopropanol (70:30).

A avaliagdo da extracdo foi realizada reduzindo as estruturas com auxilio de tesoura,
sendo entdo armazenadas em microtubos para centrifuga (Eppendorf®). A essas estruturas
foram pipetas 30 pL das solucdes estoque a 1000 ng/mL, de cada um dos agrotdxicos avaliado.
Em seguida os microtubos foram deixados abertos over night. Para secagem da solugao.

No dia seguinte, foram pipetados volumes varidveis dos solventes extratores descritos
acima e as amostras foram submetidas ao seguinte procedimento de extracdo: agitacdo em
vortex por 1 minuto, banho ultrassdnico (SPLabor®) por 60 minutos, 12 horas de agitagdo em
mesa agitadora e mais 1 minuto de agitacdo em vortex. Apos realizado esse procedimento, as

amostras foram filtradas utilizando filtros de seringa de 0,45um de PVDF (Millipore®).
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4.5 OBTENCAO, TRANSPORTE, TRATAMENTO, E ARMAZENAMENTO DE
MEMBRANAS BIOLOGICAS UTILIZADAS NOS ESTUDOS DE PERMEACAO IN VITRO

4.5.1 Pele humana

A pele humana utilizada nos estudos de permeacao in vitro foi obtida mediante doagdo da
pele retirada durante o procedimento de abdominoplastia, realizado no setor de cirurgia plastica
do Hospital das Clinicas (HC-UFPE), com prévia autorizagao do médico responsavel pelo setor.
Para obtencdo da pele humana houve autorizagdo dos pacientes apos explicagdo da finalidade
da doacdo e do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), que foi em seguida
assinado em duas vias e previamente aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa (CEP) da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), com nimero de CAAE: 56545822.2.0000.520.

O transporte, do material bioldgico do setor de cirurgia pléstica do Hospital das Clinicas
(HC-UFPE) para o laboratorio, ocorreu em periodo de tempo inferior a 10 minutos, estando o
material armazenado em caixa térmica apropriada para transporte, contendo gelo artificial para
manuten¢do de temperatura adequada até a chegada no laboratoério.

Ap6s chegada ao laboratério a pele foi cuidadosamente inspecionada, através de uma
avaliagdo visual, verificando-se a presencga de tatuagens, marcas, cicatrizes, vermelhiddes ou
diferentes textura ou coloragdo. Caso apresentassem alguma das condigdes citadas, as areas
atingidas eram descartadas e as demais partes utilizadas.

A pele foi seccionada em secgdes (tiras) de aproximadamente 6-7 cm de largura, com
auxilio de bisturi e tesoura cirtrgica, de modo a obter o melhor aproveitamento e facilitar o
processo de dermatomizagdo posterior. Em seguida, o excesso de gordura subcutanea foi
removido e a pele lavada, visando limpar o excesso de sangue. Posteriormente a pele foi
dermatomizada com o auxilio do equipamento dermatometro Zimmer® Electric Dermatome,
para obter secgdes de pele com espessura entre 400-700 pm.

Apo6s padronizacdo de sua espessura, a pele foi recortada em quadrados de
aproximadamente 3 cm x 3cm. Cada recorte de pele teve sua espessura medida 3 vezes,
utilizando um paquimetro digital (150mm-ZAAS), para obten¢do da média da espessura. Estes
dados foram incluidos na planilha de codificagdo e os fragmentos de pele foram armazenados

em freezer a -20°C até o momento de utilizagao.
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4.5.2 Mucosa vaginal e de septo nasal suinos

O processo de coleta e transporte foi 0 mesmo para todas as mucosas utilizadas nesse
estudo. O material foi adquirido em abatedouro local, no municipio de Paulista-PE, sendo
coletado o mais breve possivel apos ser excisado do animal p6s abate, sendo utilizadas mucosas
de origem suina. O transporte desse material foi realizado em caixa térmica apropriada,
contendo gelo artificial para manutencao de temperatura adequada até a chegada no laboratorio.

Apo6s chegada ao laboratorio o material foi lavado em agua corrente para remogao de
sujidades. Em seguida, tanto a mucosa vaginal quanto a mucosa de septo nasal foram excisadas
das vaginas e narinas suinas, respectivamente. Esse processo de excisdo das mucosas foi
realizado com auxilio de tesouras cirurgicas, pingas e bisturis.

Apos concluido o processo de retirada das mucosas, elas foram inspecionadas
visualmente para avaliar a condicdo na qual se encontravam. As regides que apresentavam
machucados, cortes, orificios, ¢ ductos foram descartadas. As mucosas foram segmentadas em
quadrados de aproximadamente 2cm X 2cm, tiveram sua espessura medida em triplicata
utilizando um paquimetro digital (150mm-ZAAS). Em seguida, os fragmentos de mucosa
foram lavados com soro fisiologico 0,9%, codificados e armazenados em freezer a -20°C até o

momento de utilizagao.

4.5.3 Corneas bovinas e suinas

A obtencdo de coérneas bovinas e suinas ocorreu de modo semelhante ao processo de
obten¢do das demais mucosas ja citadas. Ao chegarem ao laboratorio os olhos inteiros foram
inspecionados visualmente para verifica¢ao da integridade dos mesmos. Verificou-se a presenca
de ferimentos, cortes e/ou deformidades que inviabilizassem sua utilizacao.

Uma vez considerados aptos apds inspecao visual, os olhos inteiros foram lavados com
soro fisioldgico 0,9% e seguiram para o teste de permeac¢do em olho inteiro descrito na sessao
4.9 ou, no caso do uso apenas das corneas, como no caso da permeagdo in vitro utilizando
corneas bovinas, estas foram excisadas com auxilio de tesouras cirirgicas, pingas e bisturis.
Com o bisturi, foi feito um pequeno corte com cerca de 3 mm fora da cérnea (esclera), em
seguida corte em torno da cornea com uma tesoura cirurgica, deixando uma borda de 2-3 mm
de esclerotica. Todas as corneas utilizadas nos estudos de permeacao in vitro foram utilizadas

imediatamente ap6s o procedimento de excisdo, ndo sendo armazenadas para uso futuro.
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46  PREPARO DOS SISTEMAS DISPERSOS DOS AGROTOXICOS TEBUCONAZOL
E PIRACLOSTROBINA

Foram preparadas diluigdes dos produtos, em duas diferentes concentragdes para cada
um dos agrotoxicos avaliados nesse estudo, sendo essas concentragdes definidas de acordo com
o previsto em bula dos produtos Rival 200 EC® e Comet 250®.

Para o Tebuconazol, produto Rival 200 EC®, foram preparados sistemas dispersos
pipetando 25 puL e 50 uL do produto comercial em um baldo volumétrico que teve seu menisco
aferido para 25 mL, em seguida, foram levadas ao banho ultrassonico (SPLabor®) por 15
minutos. As dispersdes emulsionadas obtidas possuiam concentragdo de 0,2mg/mL e
0,4mg/mL, respectivamente.

Para preparacdo dos sistemas dispersos de Piraclostrobina, produto Comet 250®, foram
pipetadas 30 uL e 50 uL do produto comercial em um baldo volumétrico que teve seu menisco
aferido para 25 mL, em seguida, foram levadas a banho ultrassénico (SPLabor®) por 15
minutos. As dispersdes emulsionadas obtidas possuiam concentracio de 0,3mg/mL e

0,5mg/mL, respectivamente.

47  ESTUDOS DE PERMEACAO IN VITRO UTILIZANDO O SISTEMA DE CELULAS
DIFUSAO VERTICAL

Para os estudos de permeagao in vitro utilizando o sistema de células difusdo vertical foi
utilizado o equipamento automatizado Vision ® Microette™ (figura 10) com volume de meio
receptor de 6,0 mL e area de permeagio 1,77 cm?. O sistema de difusdo vertical foi utilizado
para avaliagdo da permeacdo em pele humana dos agrotéxicos utilizados neste estudo. A pele

humana foi obtida, tratada e armazenada previamente, conforme ja descrito.
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Figura 10- Equipamento Vision ® Microette™,

B

Fonte: Acervo pessoal.

Agua destilada a pH 6,0 (32+1°C) foi utilizada como solugdo receptora. Nesse ensaio,
conforme descrito na Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC) 294 de 29/07/2019, cada um
dos agrotoxicos foi avaliado em trés diferentes concentragdes: produto concentrado e nas duas
concentragdes de trabalho. Para o Tebuconazol essas concentra¢des foram: 200g/L, 0,2mg/mL
e 0,4mg/mL. Ja para a Piraclostrobina essas concentragdes foram: 250g/L, 0,3mg/mL e
0,5mg/mL.

Todos os ensaios foram realizados em sextuplicata, e em ambas as condigdes de produto
concentrado ou diluido, foi aplicado um volume de 17,7 pL sobre a superficie da pele humana
montada nas células de difusdo verticais (células de Franz) (figura 11). Os intervalos de tempo
estabelecidos para as coletas da solugao receptora foram de 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 24 horas, onde
para cada intervalo foi amostrado automaticamente 1 mL da solugdo receptora, sendo esse
volume reposto imediatamente apos coleta.

As quantidades permeadas de agrotoxico no liquido receptor foram plotadas

considerando a equacdo abaixo:

Qreal,t =Ct.Vr+ X Vc.Cc

Onde:

Qreal, t = quantidade real permeada referente ao tempo t;
Ct = concentragao obtida referente ao tempo t;

Vr = volume da solucdo receptora (6 mL);

Cc = concentra¢ao da amostragem anterior;

V¢ = volume coletado.
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O fluxo (J) foi calculado no estado de equilibrio a partir do coeficiente angular da
equacdo da reta gerada pelo gréafico da quantidade permeada por &rea versus tempo. O
coeficiente de permeabilidade (Kp) foi calculado, por sua vez, dividindo-se o valor do J no
estado de equilibrio pela concentracdo de tebuconazol e piraclostrobina aplicada no
compartimento doador (OZGUNEY, et al., 2006).

Figura 11- Células de Franz em experimento de permeacéo utilizando o equipamento Vision

® Microette™.,

Fonte: Acervo pessoal.

Ap0s 6 horas da permeagdo em curso, as superficies das peles de cada célula de difusdo
foram limpas com swab de algodao seco (Olen®) e esses algoddes foram armazenados em tubos
Falcon® para posterior extragdo e quantificacdo do agrotoxico. Ao final das 24 horas de
permeacao, os fragmentos de pele foram removidos cuidadosamente das células de difusao e
limpas com swab de alcool isopropilico 70% (Biosoma®). Estes swabs foram também
armazenados em tubos Falcon® ou microtubo para centrifuga (Eppendorf®), para posterior
extracdo e quantificagdo do agrotoxico.

As peles tiveram seu estrato corneo removido através do procedimento de tape stripping,
onde um molde com 4rea interna de 1,77 cm? foi utilizado para delimitar drea a ser amostrada.

Foram utilizadas 12 sec¢des de fita adesiva (Scotch Book Tape, 3M Co., St. Paul, MN, USA)
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para remocgdo do estrato corneo (figura 12), sendo agrupadas as fitas 1 e 2 e as fitas 3 a 12,
armazenadas em tubos Falcon® ou em microtubos de centrifuga (Eppendorf®).
Figura 12- Fragmento de pele humana apds ensaio de permeacéo cutanea fixada com agulhas

e com molde para realizacdo de tape stripping.

Fonte: Acervo pessoal.

Apods remocgao do estrato corneo cada fragmento de pele foi reduzido com auxilio de
tesoura cirtrgica e armazenado em microtubos de centrifuga (Eppendorf®) para posterior
procedimento de extragdo e quantificacdo, com o objetivo de verificar o percentual de

agrotoxico retido na pele ap0ds finalizacdo do estudo de permeacao.

4.7.1 Procedimento de extracio e preparo das amostras obtidas apos realizaciao do

estudo de permeacao cutanea in vitro

O procedimento de extracdo dos agrotdxicos a partir das diferentes amostras (algoddes,
fitas adesivas e fragmentos de pele), foi realizado ap6s estudos de permeacao in vitro utilizando
o sistema de células de difusdo vertical, ocorreu utilizando como solvente extrator o metanol,
selecionado previamente.

Em todas as situacdes descritas as amostras foram agitadas em vortex por 1 minuto,
levadas a banho ultrassonico (SPLabor®) por 60 minutos e submetidas a mais 1 minuto de
agitacdo em vortex. Apos realizado esse procedimento as amostras foram filtradas utilizando

filtros de seringa de 0,45um de membrana de Fluoreto de Polivinilideno (PVDF) (Millipore®).
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4.8  ESTUDOS DE PERMEACAO IN VITRO UTILIZANDO O SISTEMA DE CELULAS
DIFUSAO HORIZONTAL (SIDE-BY-SIDE)

Um outro tipo de aparato também foi utilizado para os estudos de permeagdo in vitro, o
sistema de células difusdo horizontal, side-by-side, Permegear® (figuras 13 e 14). Nesse
sistema, cada célula de difusdo apresenta 3,4mL de volume de meio receptor ¢ 0,65 cm? de drea

de permeacgdo. O sistema de difusdo horizontal foi utilizado para avaliagdo da permeacdo dos

agrotoxicos nas mucosas vaginal e de septo nasal e cornea bovina.

Fonte: Acervo pessoal.

Figura 14- Célula de difusdo horizontal, side-by-side.

Fonte: Acervo pessoal.

Cada um dos agrotéxicos foi avaliado em duas diferentes concentracdes. Para o
Tebuconazol essas concentragdes foram: 0,2mg/mL e 0,4mg/mL. J& para a Piraclostrobina essas
concentragdes foram: 0,3mg/mL e 0,5mg/mL. Todos os experimentos foram realizados em

sextuplicata.
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Como solucdo receptora utilizou-se agua destilada a pH 6,0 (32+£1°C), e nos
compartimentos doadores das células de difusdo horizontal foram aplicados um volume de 6,5
uL. Os intervalos de tempo estabelecidos para as coletas da solugdo receptora para a permeagao
vaginal foram: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 horas. J& para permeagao com septo nasal suino e cornea
bovina os intervalos estabelecidos foram de 30 minutos, 1, 2, 3 e 4 horas, onde para cada
intervalo foi amostrado manualmente 1 mL da solucdo receptora, sendo esse volume
imediatamente reposto apods coleta.

Apos decorrido o tempo do estudo de permeagao, foi coletado também 1mL do contetdo
do compartimento doador para ser quantificada, a fim de se avaliar o balanco de massas
posteriormente. Em seguida, os fragmentos de mucosa foram cuidadosamente retirados do
sistema de difusdo, picotadas em pequenos pedacos com auxilio de tesoura cirurgica e
armazenadas, individualmente, em microtubos para centrifuga (Eppendorf®) para posterior

procedimento de extracdo e quantificagdo dos agrotéxicos.

4.8.1 Procedimento de extracio e preparo das amostras obtidas apos realizacao do

estudo de permeacio transmucosa e corneana in vitro

As mucosas e corneas obtidas ao final dos estudos de permeacdo in vitro, apods serem
picotadas e armazenadas, individualmente, em microtubos para centrifuga (Eppendorf®) foram
extraidas com o solvente extrator, previamente determinado em avaliagdo de extracdo prévia.
Para mucosa vaginal, o solvente extrator utilizado foi a acetonitrila e para a cornea bovina e
septo nasal foi utilizado metanol como solvente no procedimento de extracao.

As amostras foram agitadas em vortex por 1 minuto, levadas a banho ultrassonico
(SPLabor®) por 60 minutos e submetidas a mais 1 minuto de agitacio em vortex. Apos
realizado esse procedimento, as amostras foram filtradas utilizando filtros de seringa de 0,45um

de PVDF (Millipore®).

49  AVALIACAO DA BIODISTRIBUICAO I[N VITRO UTILIZANDO OLHOS
BOVINOS E SUINOS INTEIROS

O procedimento para coleta e transporte de olhos inteiros ocorreu de acordo com o ja
descrito previamente. O procedimento for realizado segundo Cardoso et al., 2020, incluindo
pequenos ajustes. Os olhos foram montados em suportes, de forma a permitir que

permanecessem imoveis durante a realizagao do ensaio. Para os olhos bovinos aplicou-se 50uL
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de soro fisioldgico 0,9% na superficie do globo ocular para umedecer a regido e logo em seguida
foi aplicado também 50uL das dispersdes emulsionadas dos agrotoxicos avaliados. Para o
Tebuconazol 0,2mg/mL e 0,4mg/mL e Piraclostrobina 0,3mg/mL e 0,5mg/mL. J4 para os olhos
suinos os volumes aplicados foram de 25uL para o soro fisiologico 0,9% e as dispersdes de
agrotoxicos citadas.

Os suportes contendo os olhos inteiros foram postos em incubagdo em incubadora de ovos
(Premium eco-friendly IP 70D) com temperatura e umidade controladas de 32°C e 65 + 3%,
respectivamente, durante todo o experimento (figura 15). Os intervalos de contato estabelecidos
das dispersdes dos agrotoxicos com os olhos inteiros foram: 15 minutos, 30, 45, 60, 90 e 120
minutos. Para cada um desses intervalos de tempo o ensaio foi realizado em quadruplicata, ou
seja, quatro olhos inteiros para cada intervalo de tempo. A cada intervalo estabelecido os olhos

eram retirados para coletas de material.

Figura 15- (A) Olhos bovinos montados em suporte e postos em incubadora (B) Olhos suinos

montados em suporte e postos em incubadora

Fonte: Acervo pessoal.

Em todos os intervalos de tempo estabelecidos foi realizada a coleta do humor aquoso de
cada olho, bovino e suino, visando avaliar o perfil de permeagdo e nos intervalos de tempo
inicial e final (15 minutos e 2 horas) foi coletado para os bovinos a cérnea, iris, humor vitreo,
coroide e a retina para avaliacao da biodistribuicao dos agrotoxicos. Ja para os olhos suinos foi
coletada a cornea, esclera, iris, humor vitreo e a coroide.

O humor aquoso foi retirado com seringa de 1 mL e armazenado em vial para

quantificagdo posterior dos agrotoxicos. Em seguida, as cdrneas foram excisadas
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cuidadosamente com auxilio de bisturi e tesoura cirurgica e armazenadas em microtubos para
centrifuga (Eppendorf®) para procedimento de extragao.

Apos retirada da cornea, as demais estruturas foram também removidas com auxilio de
pinca. Com excec¢ao do humor aquoso, todas as demais estruturas foram pesadas e em seguida
cortadas em pedacos menores com auxilio de tesoura cirirgica para posterior realizacdo de

procedimento de extracdo do agrotdxico.

4.9.1 Procedimento de extracio e preparo das amostras obtidas apos realizacao do

estudo de avaliacao da biodistribui¢ao in vitro utilizando olhos bovinos inteiros

Todas as estruturas obtidas ao final dos estudos de permeacao in vitro utilizando olhos
bovinos inteiros, apds serem reduzidas com auxilio de tesoura cirurgica e armazenadas
individualmente, em recipientes ja descritos previamente, foram extraidas utilizando metanol.

O metanol foi escolhido como solvente extrator por meio da realizagdo de avalicao de
extracao prévia.

As amostras foram agitadas em vortex por 1 minuto, levadas a banho ultrassonico
(SPLabor®) por 60 minutos e submetidas a 12 horas de agitagdo em mesa agitadora. Apds
realizado esse procedimento as amostras foram filtradas utilizando filtros de seringa de 0,45um

de membrana de Fluoreto de Polivinilideno (PVDF) (Millipore®).

4.10 TESTE DE OPACIDADE E PERMEABILIDADE EM CORNEA BOVINA (BCOP)

O procedimento para coleta e transporte de olhos bovinos inteiros se deu de forma
semelhante ao ja descrito previamente, contudo para manutencdo da viabilidade dos olhos
bovinos, em virtude da realizagdo do BCOP, os olhos foram transportados imersos em solucao
de Hank's, estando o material armazenado em caixa térmica apropriada para transporte,
contendo gelo artificial. Ao chegaram no laboratorio, os olhos inteiros foram observados e
avaliados, com objetivo de identificar qualquer injiria, como arranhdes, manchas, vermelhidao
e areas opacas. Os olhos que apresentavam injurias, foram descartados.

O teste de opacidade e permeabilidade em cérnea bovina foi realizado de acordo com o
guia 437 da OECD (2013). As cérneas bovinas foram excisadas, montadas em camaras
especificas (holders), que sdo compostas de camara anterior e posterior, para a realizacdo do
ensaio, sendo essas camaras completamente preenchidas com Minimum Essential Medium

Eagle (EMEM) sem fenol e incubadas para equilibrio, em estufa, por 1 horaa 32 + 1 °C.
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Ap0s esse periodo de incubagdo, foi realizada uma leitura inicial da opacidade de cada
uma das coérneas (opacidade pré-teste), com auxilio do opacitometro (BASF-OP 3.0), que
determina a transmissdo do fluxo luminoso através da cornea, determinando um valor numérico
de opacidade. As corneas que apoOs o periodo inicial de uma hora de equilibrio, apresentaram
opacidade superior a sete unidades, foram descartadas.

O EMEM sem fenol foi removido da cdmara anterior dos holders e entdo 750uL de
amostra teste foram aplicadas nesta mesma camara. Foram avaliadas as dispersdoes dos
agrotoxicos Tebuconazol (0,2 e 0,4 mg/mL) e Piraclostrobina (0,3 ¢ 0,5 mg/mL), assim como
os produtos concentrados de cada um dos agrotdxicos (Tebuconazol 200 g/L e Piraclostrobina
250 g/L), em quadruplicata, além de NaCl 0,9% como controle negativo ¢ NaOH 1%, como
controle positivo. Os holders foram postos verticalmente, para que as amostras tivessem contato
com a superficie das corneas, e permaneceram por um periodo de 10 minutos, em estufa a 32 +
1°C.

Em seguida, as corneas foram lavadas, com EMEM contendo fenol, para que houvesse a
retirada completa das substancias aplicadas. Apos lavagem, as camaras foram novamente
preenchidas com EMEM sem fenol para serem incubadas por um periodo de 2 horas em estufa
a 32 £ 1°C. Apos isso uma nova leitura de opacidade ¢ realizada, sendo correspondente a
opacidade pos-teste.

Para determinar a permeabilidade das corneas, apos a medida de opacidade pds-teste o
EMEM das duas camaras dos holders foi removido e a camara posterior fet preenchida com
EMEM fresco. Foi adicionado 1 mL de solugdao de fluoresceina de sodio a 0,4% na camara
anterior, € entdo os holders foram novamente incubadas verticalmente a 32 = 1°C durante 90
minutos. Apos esse tempo, 0 EMEM contido na cadmara posterior foi removido e a densidade
optica a 490 nm (OD490) foi determinado por espectrofotometro UV, a fim de verificar se
houve passagem da fluoresceina através da cornea.

O calculo final para obtengdo do valor da irritagdo in vitro (IVIS) foi realizado de acordo
com a seguinte equagao:

IVIS = valor médio de opacidade + (15 % valor médio de OD490)
De acordo com o protocolo OECD TG 437, as substancias e produtos com valores de
IVIS abaixo de 3, sdo classificados como sem categoria, ou seja, ndo irritantes. Nenhuma
previsdo pode ser feita quando os valores de IVIS estdo entre 3 e 55 e acima desse valor, todas

as substancias sdo classificadas como categoria 1, ou seja, irritantes severos.
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A classificagdo dos produtos foi dada de acordo com os valores obtidos ¢ a tabela a seguir:

Tabela 1- Classificacdo das substancias de acordo com o seu potencial irritante, segundo o
teste BCOP.

Pontuacio in vitro Classificaciao
<3 Sem categoria
>3 <55 Nenhuma previsao pode ser feita
> 55 Categoria 1

Fonte: OECD (2013).

4.11 ANALISE ESTATISTICA DOS ESTUDOS IN VITRO

A analise estatitisca dos resultados obtidos foi realizada por ANOVA one-way, post-hoc
Bonferroni e teste t-student ndo pareado. O nivel de significincia estatistica foi estabelecido em

p<0,05.

412 AVALIACAO IN VIVO DE RESIDUOS DE TEBUCONAZOL E
PIRACLOSTROBINA EM AGRICULTORES

A avaliagdo de absor¢do cutanea in vivo foi previamente aprovada pelo Comité de ética e
Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), sob nimero de CAAE:
56545822.2.0000.520.

As avaliagdes foram realizadas em cinco trabalhadores rurais e no pesquisador
responsavel no municipio de Belém do Sdo Francisco- Pernambuco. Os trabalhadores avaliados
foram aqueles que trabalham diretamente na atividade aplicagdao dos agrotoxicos nas lavouras,
todos os participantes desta pesquisa possuiam faixa etaria entre 18 e 40 anos, com peso e altura
médios de 70 + 2kg e 1,68 + 0,03m, respectivamente.

Foram adquiridos os produtos comerciais Rival 200 EC® (Tebuconazol 200g/L) e Comet
250® (Piraclostrobina 250g/L). Cada um dos cinco aplicadores de agrotdxico preparou uma
dilui¢do dos produtos comerciais, conforme descricdo contida na bula do fabricante dos
produtos para aplicagdo em cultivo de cebola. O dispositivo de aplicacdo utilizado foi a bomba
costal spray, popularmente conhecida como “mochila”, cada trabalhador avaliado utilizou uma

bomba costal spray. A aplicacdo dos produtos ocorreu durante o hordrio de pulverizacao



66

convencional. O periodo total de aplicagdo dos agrotoxicos foi de 4 horas continuas, equivalente

a meio dia de trabalho.

Cada trabalhador avaliado estava vestindo suas roupas de trabalho habituais, sendo eles
mesmos os responsaveis pela aquisi¢do e uso de equipamentos de protegcao individual (EPI’s),
cabendo ao proprio trabalhador julgar se a vestimenta e EPI’s utilizados por ele ¢ adequado para
0 manuseio e aplicacdo do produto agrotoxico.

O estudo foi realizado conforme proposto por Aratijo Cardoso (2020), utilizando duas
abordagens diferentes para cada trabalhador, descritas a seguir:

e Uma se¢do de algoddo com Imm de espessura ¢ 81 cm? (Needs®) de 4rea exposta,
simulando uma vestimenta, foi fixado em papel aluminio e, em seguida, fixado na roupa
dos trabalhadores em diferentes regides (nuca, antebrago direito, antebrago esquerdo, coxa
direita, coxa esquerda, pé direito e pé esquerdo) (figura 16), antes do inicio da pulverizacao

dos agrotoxicos nas lavouras. Essas sec¢des de algodao sdo chamadas de patchs;

Figura 16- Representagéo da localizacdo de fixacao dos patchs de algoddo nas vestimentas dos
trabalhadores.

Fonte: Cardoso, 2020.

e A segunda abordagem avaliada foi a quantificagdo do estrato coérneo de cada trabalhador
avaliado apos a finaliza¢do do procedimento de pulverizagdo. Essa avaliagdo foi realizada

pela técnica de tape-stripping, onde seccdes de fitas adesivas (Scotch Book Tape, 3M Co.,
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St. Paul, MN, USA) foram utilizadas para coleta. Foram retiradas 5 sec¢des de fita adesiva
de cada 4rea demarcada por molde com 1,77 cm? de 4rea nas regides: nuca, antebrago
direito, antebraco esquerdo, mao direita e mao esquerda. Essa avaliagdo tem o objetivo de

prever a permeacgao dos produtos através da pele. (figura 17)

Figura 17- Representacéo da localizagcdo onde foram realizadas coletas de tape-stripping.

Fonte: Cardoso, 2020.

Ao final da aplicagdo dos agrotoxicos, para cada trabalhador, todas as sec¢des de algodao
fixadas em suas vestimentas foram cuidadosamente removidas e armazenadas em tubos
Falcon® com capacidade de 50 mL e mantidas a temperatura de -6 °C até o momento de
chegada ao laboratorio para serem entao extraidas e quantificadas.

Antes da realizacao da coleta do estrato corneo por meio da utilizacdo de fitas adesivas,
de acordo com o descrito, as regides citadas foram limpas com swab de 4lcool isopropilico 70%
(Biosoma®). Cada swab utilizado para limpeza prévia, assim como as fitas adesivas foram
armazenados em microtubos para centrifuga (Eppendorf®) e mantidos a temperatura de -6 °C
até o momento de chegada ao laboratoério.

Adicionalmente foi realizada a coleta de fluido lacrimal de cada um dos trabalhadores
avaliados, em ambos os olhos. A coleta foi realizada com swab de algodao seco (Olen®). Os
algoddes foram removidos da haste plastica, armazenados em microtubos para centrifuga
(Eppendorf®) e mantidos a temperatura de -6 °C até o momento de chegada ao laboratorio para

extracdo e quantificagdo dos agrotoxicos.
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4.12.1 Procedimento de extragio e preparo das amostras dos estudos in vivo

O procedimento de extragdo das amostras de patchs de algoddo, swabs e fitas geradas
apos realizacao da avaliacao in vivo foi realizado utilizando como solvente extrator o metanol.

Os patchs de algodao foram extraidos utilizando 40 mL do solvente extrator e os swabs,
fitas adesivas e algoddes secos foram extraidos com 1 mL de metanol.

Em todas as situagdes descritas as amostras foram agitadas em vortex por 1 minuto,
levadas a banho ultrassonico (SPLabor®) por 60 minutos e submetidas a mais 1 minuto de
agitacdo em vortex. Apos realizado esse procedimento as amostras foram filtradas utilizando

filtros de seringa de 0,45pum de membrana de PVDF (Millipore®).
4.12.2 Calculos

O potencial de exposi¢ao dermal dos agrotéxicos Tebuconazol e Piraclostrobina foi
calculado de acordo com o guia da OECD de 1997 para o método de adesivos (OECD, 1997).
Resumidamente, o valor quantificado dos agrotoxicos em pg/cm? foi multiplicado pelas areas
corporais regionais correspondentes para chegar a pg/regido corporal. Entdo, a exposi¢dao
dérmica potencial total foi calculada somando os dados com base nas sec¢des de algodao.

Depois disso, de acordo com modificagdo feita por Andrade ef al., 2022 o percentual de

dose toxica foi calculado pela equagdo 1:

[Equacgdo 1]

Exposicdo dermal (mg/h) + (Exposigio respiratoria (mg/h) x 10
X

1
LD50 (mg.kg=1) x 70 00

O fator de penetracdo (FP) dos agrotdxicos no estrato corneo foi estimado usando o
célculo descrito para o método de corpo inteiro no guia da OECD de 1997 (modificado por
Andrade ef al., 2022). A equagdo 2, descrita abaixo, foi utilizada para avaliar os agrotoxicos

quantificados na nuca, no braco, em algodao e no estrato corneo:
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[Equagdo 2]

. Agrotoxicos na fita
Fator de penetracdo (PF) = — — — — x 100
Agrotoxicos no algodio + agrotdxicos na fita
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51  ADAPTACAO DE METODO BIOANALITICO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA
DE ALTA EFICIENCIA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS TRIPLO
QUADRUPOLO (LC-MS/MS) PARA QUANTIFICACAO DAS AMOSTRAS DE
TEBUCONAZOL E PIRACLOSTROBINA

5.1.1 Condig¢des espectrométricas e cromatograficas

A primeira etapa de determinacdo das melhores condigdes espectrométricas relativa ao
analisador de massas triploquadrupolo gerou os resultados descritos na tabela 2. Os dados foram
obtidos coma fonte de ionizacdo por eletronebulizagdo (Electrospray) na polaridade positiva,

como descrito por Park et al. 2021

Tabela 2- Melhores condi¢fes espectrométricas obtidas para os agrotoxicos Tebuconazol e

Piraclostrobina.

Q1 Q3 DP EP CEP CE CXP
(volts) (volts) (volts) (volts) (volts)

Tebuconazol 308.120 125.100  51.000 4.500 18.000 43.000 4.000

Piraclostrobina 388.086 163.300 31.000 5.500 28.000 27.000 4.000

Fonte: Autoria propria.

Ap6s infusdo direta de uma solucdo a 500ng/ml de cada um dos agrotoxicos avaliados
neste trabalho foi possivel a identificagio e definicdo dos fragmentos mais intensos do
Tebuconazol (figura 18) e da Piraclostrobina (figura 19). A ioniza¢do dos compostos foi
realizada por eletro pulverizacdo no modo positivo. O método de monitoramento de reagdes
multiplas (MRM) foi obtido, através da otimizagdo disponibilizada automaticamente pelo
software Analyst®.

Para uma quantificagdo rapida e precisa de residuos quimicos a espectrometria (MS/MS)
tem sido empregada de forma eficiente, com o modo de MRM de quadrupolos triplos. Essa
técnica, aliada a cromatografia liquida (LC-MS/MS) tem sido utilizada recentemente para a

determinagdo simultanea de multirresiduos de agrotéxicos (NARENDERAN et al., 2020).


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/quadrupole
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/liquid-chromatography
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653521006846#bib24
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Figura 18- Espectro de massa do Tebuconazol, com identificacdo de massa do Q1 (ion

molecular precursor) e Q3 (ion molecular do fragmento mais intenso).
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Fonte: Autoria propria.

Figura 19- Espectro de massa da Piraclostrobina, com identificacdo de massa do Q1 (ion

molecular precursor) e Q3 (ion molecular do fragmento mais intenso).
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Fonte: Autoria propria.

Com relacdo ao artigo base utilizado para otimizagdo deste método analitico os

pesquisadores utilizaram o equipamento Shimadzu LCMS-8050 e UHPLC Nexera. Os ions e
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fragmentos mais intensos avaliados foram os mesmos que observamos na avalia¢do realizada
neste trabalho, sendo as massas desses ions para o Tebuconazol Q1: 308 e Q3: 125 e para
Piraclostrobina Q1: 388 e Q3: 163, corroborando com os resultados encontrados na nossa
avaliacao.

A coluna cromatografica selecionada para utilizacdo nesse estudo foi a C18 de 1,7um
Acquity UPLC® 2,1 x 100 mm (Waters) e uma pré-coluna C18 4 x 4 mm (5 pm) a 40 °C,
mudando apenas o tamanho de particula em comparagdo com a coluna cromatografica utilizada
por Park ef al.,2021, a mesma temperatura de forno da coluna foi mantida.

A fase movel utilizada foi a mesma utilizada no artigo base, sendo: como fase organica
metanol + 4cido formico a 0,1% e como fase aquosa formiato de amdénio SMm + 4cido férmico
a 0,1%, estando a uma propor¢ao 70:30, respectivamente. O fluxo estabelecido foi de 0,3
mL/min, o volume de injecdo 2 pL e curva de calibracdo com intervalo de 10 ng/mL-1000
ng/mL. Sendo o volume de injecdo utilizado por nds menor do que o utilizado descrito no artigo
base, de 4 puL.

Com relagdo a curva de calibracdo o artigo descreve um intervalo de curva de calibragao
de 12,5 ng/mL- 500 ng/mL, optamos por possuir um maior intervalo na curva de calibragdo
deste trabalho, com o objetivo de evitar diluigdes das amostras analisadas, caso estivessem com
concentragdo acima do ponto mais alto da curva, por isto estabelecemos 1000 ng/mL como o
ponto mais alto da curva de calibracao construida.

O tempo de reten¢do tanto para o Tebuconazol quanto para Piraclostrobina foi de 3,5
minutos e a corrida analitica teve uma duragdo total de 7 minutos, sendo um tempo obtido
menor do que o do artigo base que possui 15 minutos de corrida cromatografica. Essa
diminui¢do de tempo de corrida € benéfica tanto para o meio ambiente quanto financeiramente.
Para o meio ambiente um menor gasto de fase movel implica em uma geragdo de uma menor
quantidade de residuos de solventes a serem descartados no meio ambiente. Além de que o
tempo obtido de 7 minutos de corrida cromatografica, sendo menos da metade do tempo de
corrida original, de 15 minutos, representa uma economia financeira no valor total de solvente
consumido a cada analise realizada.

Apos estabelecimento das condi¢des cromatograficas, uma nova avaliagdo foi realizada,
sendo ela para otimizagdo das condi¢des da fonte de ionizagdo. O experimento foi realizado
através de inje¢do de amostras dos agrotoxicos na concentragdao de 500 ng/mL. Os dados

obtidos ap6s otimizagdo das condi¢des da fonte de ionizagdo estdo descritos na tabela 3.
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Tabela 3- CondigOes da fonte de ionizagéo.

Parametro Especificacdo
Gas de cortina (CUR) 15 psi
Voltagem lon Spray (IS) 4500 V
Temperatura 500 °C
GS1 (Gés de nebulizagéo) 45 psi
GS2 (Gas de secagem) 45 psi

Fonte: Autoria propria.

Os cromatogramas obtidos a partir da analise das solugdes dos agrotdxicos a concentragao
de 500ng/ml, ponto médio da curva de calibragdo, estdo listados nas figuras 20 e 21.
Figura 20- Pico cromatogréafico do Tebuconazol.
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Fonte: Autoria propria
Figura 21- Pico cromatografico da Piraclostrobina.
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Ap6s adaptagdo do método analitico foram realizadas analises de seletividade frente as
matrizes biologicas analisadas durante o estudo. Foram analisadas amostras brancas (ndo
contaminadas com o0s agrotoxicos) das seguintes matrizes: pele humana, mucosa vaginal e de
septo nasal suinos, cornea bovina, humor aquoso, humor vitreo, iris, coroide e retina de olhos
bovinos, fitas contendo extrato corneo, swabs de alcool e swabs secos.

A analise de seletividade ndo evidenciou presenga de sinal interferente nos tempos de
retencdo do Tebuconazol e da Piraclostrobina, conforme demonstrado nos cromatogramas
abaixo (figuras 22 a 32). Deduz-se entdo que os constituintes das matrizes analisadas nao
interferem na quantificacdo dos agrotoxicos. Logo, a metodologia se apresenta seletiva para

estas condigoes.

Figura 22- Cromatograma da analise branco de swabs secos.
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Figura 23- Cromatograma da analise branco de swabs de alcool
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Figura 24- Cromatograma da analise branco de fitas adesivas contendo extrato corneo.
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Figura 25- Cromatograma da analise branco de pele humana.

Fonte: Autoria propria.
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Figura 26- Cromatograma da andlise branco de mucosa vaginal suina.
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Figura 27- Cromatograma da analise branco de cornea bovina.
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Figura 28- Cromatograma da analise branco de humor aquoso bovino.
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Figura 29- Cromatograma da analise branco da iris bovina.
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Figura 30- Cromatograma da analise branco do humor vitreo bovino.

Fonte: Autoria propria.

Figura 31- Cromatograma da analise branco da coroide bovina.

Fonte: Autoria propria.

Intensidadde (cps)

Intensidadde (cps)

70

6,

2

1

5/

0

0

40
30

0

0

00

00

70

6,0

50
a0
30

20

10

00 *

00

10

10

20 30

40 50

Tempo (minutos)

Piradostrobina

20 30

— Tebuconazol

40 50

Tempo (minutos)

Piradostrobina

——Tebuconazol

Figura 32- Cromatograma da analise branco da retina bovina.
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A linearidade no intervalo de calibracdo de 10 ng/mL a 1000 ng/mL, utilizado neste

trabalho, foi avaliada a partir da obtencdo da equacdo da reta (y) e do coeficiente de

determinagio da regressdo (R?), os resultados podem ser observados nas figuras 33 e 34.

Figura 33- Curva de calibragdo do Tebuconazol.
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Figura 34- Curva de calibracdo da Piraclostrobina.
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Fonte: Autoria propria.

Os coeficientes de correlagdo obtidos, > 0.990 evidenciam que existe uma relagdo linear

adequada para as curvas de calibra¢dao construidas, tanto para o Tebuconazol quanto para a

Piraclostrobina.
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52  ESCOLHA DO SOLVENTE EXTRATOR PARA AS DIFERENTES MEMBRANAS
BIOLOGICAS

A partir dos ensaios realizados para escolha do solvente mais adequado a ser utilizado
para realizar extra¢do em cada uma das membranas bioldgicas avaliadas neste trabalho, obteve-
se os resultados descritos nas tabelas 4 e 5, sendo o solvente 1 (S1): Metanol, solvente 2 (S2):
Acetonitrila, solvente 3 (S3): Metanol: Agua (70:30), solvente 4 (S4): Metanol: Isopropanol
(70:30). Os valores expressos nas colunas “M” correspondem a média e os valores expressos

nas colunas “DP” aos desvios padrao.

Tabela 4- Dados de recuperacao (%) de Tebuconazol obtidos a partir de extragao das
diferentes membranas biologicas com os solventes avaliados.

Solventes/ S1 S2 S3 S4

membrana

C s M DP M DP M DP M DP
biologica

Pele humana 98,8 3,66 81,18 3,07 73,47 3,21 - -

(%)
Fita adesiva 102,29 4,73 9542 253 74,14 3,47 - -
(%)
Mucosa 68,44 1,89 89,28 474 73,04 2,16 - -
vaginal (%)

Mucosa de 54,65 5,17 50,78 524 4394 516 - -
septo nasal (%)

Coérnea bovina 104,59 4,16 90,08 4,29 91,03 3,97 - -

(%)
Iris bovina (%) 82,84 7,44 - - - - 9,87 5,02
Humor vitreo 30,33 11,57 - - - - 9,62 4,18
bovino (%)
Coroide bovina 71,66 4,29 - - - - 457 5,19
(%)
Retina bovina 65,48 6,15 - - - - 8,94 5,46

(%)
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Coérnea suina 102,54 18,08 - - - - - -
(%)

Iris suina (%) 104,21 12,88 - - - - - -

Humor vitreo 7,39 2,76 - - - - - -

suino (%)

Coroide suina 103,37 7,99 - - - - - -
(%)

Esclerasuina 57,75 15,55 - - - - - -

(%)

Fonte: Autoria propria.

Tabela 5- Dados de recuperagéo (%) de Piraclostrobina obtidos a partir de extracdo das

diferentes membranas bioldgicas com os solventes avaliados.

Solventes/ S1 S2 S3 S4
membrana
biolégica M DP M DP M DP M DP
Pele humana 73,33 1,04 40,44 2,92 68,45 3,33 - -
(%)
Fita adesiva 76,60 122 7440 3,67 6524 3,29 - -
(%)
Mucosa 67,26 3,93 79,79 1,69 71,08 1,54 - -
vaginal (%)
Mucosa de 48,36 5,72 40,36 4,10 33,15 457 - -
septo nasal (%)
Coérnea bovina 9496 364 9206 294 90,52 3,01 - -
(%)
Iris bovina (%) 41,09 1,44 - - - - 23,94 5,12
Humor vitreo 9,16 0,85 - - - - 22,14 6,19
bovino (%)
Coroide bovina 48,31 16,39 - - - - 26,80 4,23
(%)
Retina bovina 66,20 27,10 - - - - 25,73 7,03

(%)
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Coérnea suina 32,59 2,12 - - - - - -
(%)

Iris suina (%) 41,09 1,44 - - - - - -

Humor vitreo 9,16 0,85 - - - - - -

suino (%)
Coroide suina 48,31 16,39 - - - - - -
(%)
Esclerasuina 66,20 27,10 - - - - - -
(%)

Fonte: Autoria propria.

Diante dos resultados percentuais de recuperagdao obtidos para as diferentes matrizes
bioldgicas avaliadas neste trabalho, observados na tabela acima, o solvente metanol foi
escolhido para realizagdo de extracdo dos agrotoxicos Tebuconazol e Piraclostrobina em todas
as matrizes analisadas, exceto para mucosa vaginal, nesta matriz o solvente extrator escolhido
foi a acetonitrila.

O humor vitreo é composto por um liquido claro, transparente e semiviscoso que se
encontra entre o cristalino e a retina. A composi¢ao ¢ similar a do humor aquoso, mas com
maior quantidade de 4cido hialuronico (Wittwer et al., 1992). Apesar de 99% do humor vitreo
ser agua, o restante apresenta uma composicdo simples: acido hialurénico e sidlico, 4cido
ascorbico e lactico, glicose, alguns lipideos, componentes inorganicos, albuminas, globulinas e
aminoacidos (Souza, 1997; Sanchez, et al., 2002).

Devido a composi¢do do humor vitreo se caracterizar como uma estrutura geleificada, a
extracdo de compostos desta malha de gel necessitaria de um procedimento extrativo especifico.
Diante disto, justifica-se os baixos percentuais de recuperagdo dos agrotoxicos Tebuconazol e

Piraclostrobina encontrados na estrutura do humor vitreo.

53 ESTUDOS DE PERMEACAO IN VITRO UTILIZANDO O SISTEMA DE CELULAS
DIFUSAO VERTICAL

Nos ensaios de permeagdo in vitro utilizando o sistema de células difusdo vertical foi
utilizada a pele humana como membrana biologica, conforme recomendacdo da RDC 294 de
29/07/2019. O perfil de permeacdao dos agrotoxicos Tebuconazol e Piraclostrobina foi

determinado ap0s realizacao dos ensaios de permeagdo por um periodo de 24 horas. Cada um
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dos agrotoxicos foi avaliado em sextuplicata para trés diferentes concentracdes entre eles o
produto concentrado (200g/LL e 250g/LL para o Tebuconazol e a Piraclostrobina,
respectivamente), ¢ nas duas concentragdes das solucdes de trabalho (0,2mg/mL e 0,4mg/mL
para o Tebuconazol e 0,3mg/mL e 0,5mg/mL para a Piraclostrobina).

As tabelas 6, 7 ¢ 8 mostram, separadamente, a quantidade de cada um dos agrotoxicos
permeada através da pele, recuperada no estrato corneo, retida na epiderme restante + derme,
além da quantidade de agrotdxico presente no swab de algodao seco, utilizado para limpeza da

superficie da pele apos 6 horas do ensaio de permeacao.

Tabela 6- Quantidades de Tebuconazol encontradas em diferentes locais apds estudo in vitro
de permeacdo em pele humana, a partir das concentracoes de 0,2 mg/mL e 0,4 mg/mL.

Quantidade de

Tebuconazol 0,2 mg/mL 0,4 mg/mL
aplicada

Média DP CV% Média DP CV%

Swab de algodao
303,34 5,33 1,75 358,26 60,72 16,95

(ng)

Estrato corneo (ng) 637,16 46,19 7,24 1471,97 92,76 6,30
Retido na pele (ng) 217,05 13,11 6,04 375,08 9,58 2,55
Total permeado (ng) 128,30 16,45 12,82 292,70 33,76 11,53

Quantidade total
98,91 3,40 3,45 96,078 0,70 0,73

recuperada (%)

Fonte: Autoria propria.

Tabela 7- Quantidades de Piraclostrobina encontradas em diferentes locais ap0os estudo in
vitro de permeacdo em pele humana, a partir das concentracgdes de 0,3 mg/mL e 0,5 mg/mL.

Quantidade de

Piraclostrobina 0,3 mg/mL 0,5 mg/mL

aplicada

Média DP CV% Média DP CV%
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Swab de algodao (ng) 2863,33 294,19 10,27 4876,04 141,01 2,89

Estrato corneo (ng) 1517,01 221,52 14,60 283596 209,34 7,38
Retido na pele (ng) 806,18 133,49 16,55 653,42 74,03 11,32
Total permeado (ng) 5,61 0,50 8,98 8,28 1,56 18,87

Quantidade total 97,78 2,14 2,19 97,30 0,76 0,79

recuperada (%)

Fonte: Autoria propria.

Tabela 8- Quantidades de Tebuconazol e Piraclostrobina encontradas em diferentes locais
apos estudo in vitro de permeacdo em pele humana, utilizando os produtos concentrados nas

concentragdes de 200 g/L e 250 g/L, respectivamente.

Quantidade de
Tebuconazol 200g/L Piraclostrobina 250 g/L
produto aplicado

Média DP CV% Média DP CV%

Swab de algodao
(0g) 964185,97 316575,33 32,83 3077638,33  98004,7 3,18
ng

Estrato corneo
(0g) 451727,72 38345,61 8,48 989628.,56 100121,44 10,11
ng

Retido na pele
150447,06 2435,39 1,618 346480,36  41924,43 12,1001

(ng)
Total permeado
1417,6336 211,66 14,93 10,32 0,73 7,07
(ng)
Quantidade total
95,28 9,54 21,55 99,74 1,12 1,24

recuperada (%)

Fonte: Autoria propria.

A figura 35 mostra a distribuicdo da Piraclostrobina e do Tebuconazol em cada
compartimento do sistema de difusdo quando da aplica¢do dos produtos diluidos e as figuras

36 e 37 mostram o perfil cumulativo da Piraclostrobina e do Tebuconazol (ng/cm?), permeado
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para os produtos diluidos e para o produto concentrado, respectivamente, quando aplicadas sob

a pele humana, no experimento de 24 horas.

Figura 35- Distribuicdo do Tebuconazol e da Piraclostrobina em cada parte do sistema de

difusdo como resultado de 6h de exposicdo de Rival 200g/L e Comet 250¢/L, 24h de tempo

total do experimento, em pele humana (n= 6).

1101 _ 105%
g 954 [T
3 804 NIMINIE TN [

S 657

S 50 |lamll LA

o 359

2 20

= 4

0

$ 21 i

© 0.3

< - -

OOT T T I T I I '

N S \Z \4
c}é\ Q\é‘ Q\é‘ 0}6\

Produtos aplicados

Fonte: Autoria propria

M Né3o absorvido

E Fitas )
Pe?e sem fitas

[ Liquido receptor

Figura 36- Perfil cumulativo de Piraclostrobina e Tebuconazol permeado (ng/ cm?2) em
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Figura 37- Perfil cumulativo de Piraclostrobina e Tebuconazol permeado (ng/ cm?2) em
experimento de 24 horas utilizando pele humana com aplicacdo de 17,7 pL dos produtos

agrotoxicos concentrados (N = 6).
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Fonte: Autoria propria

Foram encontradas diferengas estatisticamente significativas (p < 0,5) na quantidade total
permeada, entre as diferentes concentragdes de cada agrotoxico aplicado. Mesmo as
quantidades totais de Tebuconazol aplicadas sendo menores que as de Piraclostrobina, seu perfil
de permeacdo através da pele humana demonstrou ser superior ao da Piraclostrobina. A
quantidade de Piraclostrobina no liquido receptor correspondeu a 7,13 = 1,67% e 0,95 £ 0,25
% da quantidade retida na pele quando da aplicacao das concentracdes de 0,5 mg/mL e 0,3
mg/mL, respectivamente. Vale salientar que o experimento foi realizado em condi¢do de nao
saturagcdo, mas, a0 mesmo tempo, nao foi realizado em condi¢des sink considerando a defini¢do
da literatura como condicao sink sendo definida pela United States Pharmacopoeia (USP, 2016)
como uma condi¢do com volume de meio equivalente a no minimo trés vezes o volume de meio
necessario para formar uma solucdo saturada da substancia.

J& para o Tebuconazol a quantidade no liquido receptor correspondeu a 78,00 £ 8,01 % e
59,42 £+ 9,80% da quantidade retida na pele quando da aplicagdo das concentracdes de 0,4
mg/mL e 0,2 mg/mL. Isto demonstra um processo de eliminacdo da pele mais rapida para o
Tebuconazol comparado a Piraclostrobina, levando a crer que este produto pode ser absorvido
sistemicamente em maior nivel, tornando seu uso mais criterioso. Para uma maior compreensao
e certeza desta afirmacao, seria necessaria a avaliacao in vivo dos metabolitos do Tebuconazol
(Hidroxi-Tebuconazol (TEB-OH) e Carboxi-Tebuconazol (TEB-COOH)) na urina e/ ou cabelo
(OERLEMANS et al., 2019; IULC et al., 2022; POLLEDRI ef al., 2019). Contudo, ndo foi
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possivel a avaliacdo de amostras bioldgicas como cabelo e urina neste trabalho devido a
indisponibilidade no mercado de padrdes dos metabolitos gerados pelos agrotdxicos, mesma
dificuldade relatada por Dereumeaux et al., 2022.

E importante notar que o fluxo de permeagio do Tebuconazol (ng/cm?*/h) mostrou-se
linear e maior até 12hs do experimento (2,6 e 2,9 vezes para as concentracdes de 0,4 mg/mL e
0,2 mg/mL, respectivamente), mesmo o tempo de contato da formulagdo com a pele tendo sido
de apenas 6h, comparado ao restante do tempo do experimento (entre 12-24 h). Para os produtos
contendo Piraclostrobina, o fluxo de permeagio (ng/cm?/h) mostrou-se também linear e maior
até 12hs do experimento (2,4 vezes para ambas as concentragdes de 0,5 mg/mL e 0,3mg/mL
respectivamente), comparado ao restante do tempo do experimento (entre 12-24 h). No calculo
do balang¢o de massa, a recuperacdo da Piraclostrobina e do Tebuconazol foi entre 95-105%,
demonstrando reprodutibilidade na execu¢ao da metodologia.

Para analisar a absor¢ao cutinea in vitro de agrotoxicos, a legislacao brasileira vigente, a
RDC 294 de 2019 segue o procedimento descrito na OCDE 428 (2004). No entanto, na CP
987/20, que trata da avaliagao de risco ocupacional, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Brasil, 2020) estabelece que estudos de absor¢do dérmica devem ser realizados in vitro
utilizando pele humana ou através de procedimento triple pack utilizando pele de rato, segundo
protocolo da EFSA (2017).

De acordo com a EFSA (2017), no estudo IVPT, "se o periodo de amostragem for 24h e
pode-se concluir com confianga que mais de 75% da permeagdo ocorreu dentro da metade da
duracdo do periodo total de amostragem, o calculo da absorcdo ¢ relatado como: Absor¢ao =
solucdo receptora + lavagens da cadmara receptora + pele (excluindo todas as fitas)". Caso isto
ndo ocorra, a quantidade de agrotoxico retido nas fitas deve também ser incluido no célculo,
exceto as fitas 1 e 2 (material que ndo se tornara biodisponivel devido a descamagao).

Portanto, seguindo esta afirmacdo, conforme descrito acima, o percentual de absorcao
calculado em pele humana foi de 47,01 +3,17%; 61,47 £2,11% e 51,08 + 2,89 para os produtos
de Tebuconazol diluidos (0,4mg/mL e 0,2mg/mL, respectivamente) e concentrado. Ja para a
Piraclostrobina, o percentual de absor¢ao calculado na pele humana foi de 32,13 + 2,38; 28,67
+ 4,16 € 59,47 £ 3,45 % para os produtos diluidos (0,5mg/mL e 0,3mg/mL, respectivamente)
e concentrado. Vale salientar que aproximadamente 70 % do Tebuconazol foi absorvido apos
12hs do experimento, quando comparado com o tempo total de estudo (24hs). Ou seja, neste
calculo de percentual de absorcao, foi levado em consideragdo a quantidade de agrotoxico retido

nas fitas 3-12. J& com relagdo a Piraclostrobina, aproximadamente 80% do total de agrotoxico
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permeou em 12hs do experimento (metade do tempo total), ndo sendo, portanto, necessaria a
inclusdo da quantidade de agrotdxico retida em nenhuma das fitas. De acordo com a EFSA,
2017, se a quantidade permeada no tempo de 12h for "proximo” de 75% do total de 24h de
estudo, um intervalo de confianga deve ser estimado para demonstrar credibilidade na
conclusao de que a permeagao € essencialmente completa. A mesma avaliacao realizada para o
Dimetoato revelou um percentual de absor¢ao de 14,75%. (ANDRADE, 2022). O valor padrao
a ser utilizado na auséncia de dados experimentais para estes tipos de produto ¢ de 70% para o
produto diluido e de 25% para o produto concentrado (EFSA, 2017). Esses resultados

demonstram a importancia da boa condu¢do do IVPT e da utiliza¢do da pele humana.

5.4  ESTUDOS DE PERMEACAO IN VITRO UTILIZANDO O SISTEMA DE CELULAS
DIFUSAO HORIZONTAL (SIDE-BY-SIDE)

Os ensaios de permeacdo in vitro utilizando o sistema de células difusdo horizontal
utilizaram como membranas bioldgicas as mucosas vaginais suina, septo nasal suino e cornea
bovina, tratados previamente.

A avaliagdo do perfil de permeacao dos agrotdxicos Tebuconazol e Piraclostrobina se deu
por meio da realizagdo de ensaios de permeagdao com um periodo de duragdo de 4 horas exceto
para permeacdo vaginal que foi de 8hs, considerando a carga horaria de trabalho diario. Os
ensaios foram realizados em sextuplicata e nas concentracdes de dilui¢des de ambos os

agrotoxicos estudados.

5.4.1 Estudo de permeacio in vitro utilizando mucosa vaginal suina

As tabelas 9 e 10 demostram, a quantidade de cada um dos agrotoxicos permeada e
retida na mucosa vaginal apds finalizado o estudo, e o doseamento da quantidade de agrotoxico
presente no compartimento doador também ao final do estudo, visando calcular o balanco de

massas.

Tabela 9- Quantidade de Tebuconazol encontrada no estudo de permeacédo nas concentragdes
de 0,2 mg/mL e 0,4 mg/mL.

Quantidade de
0,2 mg/mL 0,4 mg/mL
Tebuconazol aplicada
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Média DP CV% Média DP CV%

Retido na mucosa
209,42 83,25 39,75 614,43 211,96 34,49

(ng)
Total permeado (ng) 117,65 137,63 58,82 254,86 73,85 30,65
Compartimento
875,21 15,20 1,73 1668,60 129,09 7,73
doador (ng)
Quantidade total
92,48 5,01 4,94 97,61 1,44 1,49

recuperada (%)

Fonte: Autoria propria

Tabela 10- Quantidade de Piraclostrobina encontrada no estudo de permeacdo nas
concentragdes de 0,3 mg/mL e 0,5 mg/mL.

Quantidade de
Piraclostrobina 0,3 mg/mL 0,5 mg/mL

aplicada

Média DP CV% Média DP CV%

Retido na mucosa
820,67 137,48 16,75 1460,31 213,68 14,63

(ng)
Total permeado (ng) 21,92 3,01 13,73 57,22 9,19 16,07
Compartimento
1078,88 125,31 11,61 1703,17 205,22 12,04
doador (ng)
Quantidade total

98,53 0,67 0,68 99,09 0,48 0,49
recuperada (%)

Fonte: Autoria propria.

No célculo do balangco de massa, a recuperagdo do Tebuconazol e da Piraclostrobina foi
entre 95-105%, demonstrando reprodutibilidade na execucdo da metodologia. O perfil de
permeacao do Tebuconazol e Piraclostrobina obtido a partir da andlise dos dados ¢ o

demonstrado na figura 38.
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Figura 38- Perfil cumulativo do Tebuconazol e Piraclostrobina permeado (ng/ cm?) em
experimento de 8 horas utilizando mucosa vaginal suina com aplicagéo de 6,5uL das solucdes
diluidas dos agrotoxicos, respectivamente (N = 6). FT: fluxo de Tebuconazol. FP: fluxo de

Piraclostrobina.
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Fonte: Autoria propria.

Seguindo um perfil semelhante a permeagdo através da pele humana, na permeagao
através de mucosa vaginal suina, foram encontradas diferencas estatisticamente significativas
ANOVA one way (p < 0,5) na quantidade total permeada, entre as diferentes concentracdes de
cada agrotoxico aplicado. No entanto, o percentual permeado a partir de ambas as diluigdes do
produto contendo Tebuconazol foi similar e de ~10% do total aplicado. J4 o percentual
permeado a partir das diluigdes do produto contendo Piraclostrobina foi cerca de 1,76+0,28 e
1,12 + 0,15% a partir do produto contendo 0,5mg/mL comparado ao produto contendo 0,3
mg/mL. Mesmo as quantidades totais de Tebuconazol aplicadas sendo menores que as de
Piraclostrobina, o perfil de permeagdo do Tebuconazol através da mucosa vaginal suina
demonstrou ser superior e significativamente diferente (ANOVA one way (p < 0,5)) ao da
Piraclostrobina.

Os modelos in vitro desenvolvidos para prever a permeacao de substancias ndo apenas
fornecem informagdes sobre taxas de absor¢do e eficacia, no caso de medicamentos, mas
também ajudam na investigacdo e compreensao da patogénese de varias doencas (MACHADO
et al., 2015). Verificou-se que a mucosa vaginal suina, utilizada como um modelo de avaliacao
in vitro da permeacao de substancias, ¢ muito semelhante em muitos aspectos a mucosa vaginal
humana, ou seja, suas composigdes lipidicas sdo comparaveis e esses dois tipos de mucosa

também apresentam semelhancas histologicas (VAN EYK e BIJL, 2005). Diante disto, vem
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sendo utilizada em estudos in vitro, como preditivas da permeagdo in vivo, em humanos
(BARBOSA et al., 2021; POLONINI et al., 2015).

Diante dos dados estatisticos disponibilizados pelo IBGE no ultimo censo nacional de
2010, com relagao ao percentual de mulheres ocupadas na agricultura no estado de Pernambuco,
mais especificamente no municipio de Belém do Sdo Francisco, onde foi realizada a avaliagao
in vivo presente neste trabalho, ¢ possivel verificar que 43,7% das mulheres residentes no
municipio trabalham em atividades de agricultura.

A presenga de mulheres trabalhadoras expostas a agrotdxicos no setor agricola esta
relacionada a diversos efeitos negativos, entre eles o surgimento de canceres, abortos
espontaneos, defeitos congénitos e prematuridade em seus filhos (DHANANJAYAN et
al.,2019). No mais, ja ¢ sabido que a exposi¢ado a pesticidas ocasiona aumento do risco de cancer

como o cancer de pulmao, ovario, retal, pele, mama, entre outros (GRAAF et al.,2022).

5.4.2 Estudo de permeacio in vitro utilizando mucosa de septo nasal suina

A quantidade de Tebuconazol retida e permeada através da mucosa de septo nasal suino
apos finalizado o estudo (4h), bem como o doseamento da quantidade de agrotoxico presente
no compartimento doador, estdo descritos na tabela 9 e o perfil de permeagao deste composto ¢
o demonstrado na figura 39.

Ap0s realizagdo do ensaio de permeacdo para o agrotoxico Piraclostrobina, foram
observados problemas relacionados a detec¢do. Diante disto, o estudo deve ser repetido e os

resultados nao foram aqui apresentados.

Tabela 11- Quantidade de Tebuconazol encontrada no estudo de permeacao através do septo

nasal nas concentragdes de 0,2 mg/mL e 0,4 mg/mL

Quantidade de
0,2 mg/mL 0,4 mg/mL
Tebuconazol aplicada

Média DP CV% Média DP CV%

Retido na mucosa
511,64 100,75 19,69 672,30 170,99 25,43

(ng)

Total permeado (ng) 71,54 12,16 17,00 113,80 13,73 12,06
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Compartimento
709,86 67,43 9,49 1386,13 134,31 9,69
doador (ng)
Quantidade total
99,46 3,89 3,91 83,54 11,40 13,64

recuperada (%)

Fonte: Autoria propria.

Figura 39- Perfil cumulativo do Tebuconazol permeado (ng/ cm?) em experimento de 4 horas
utilizando mucosa nasal (septo) suina com aplicacdo de 6,5uL das solucbes diluidas dos

agrotoxicos, respectivamente (N = 6). F: Fluxo
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Fonte: Autoria propria.

A importancia principal desta avaliacdo reside no fato de que na agricultura familiar
grande parte dos agricultores envolvidos em alguma das etapas (mistura, carregamento, diluigao
e aplicagdo) do agrotoxico ndo utilizam o devido equipamento de prote¢do individual
preconizado pela legislagdo vigente (AGGARWAL et al., 2019). Dito isto, os estudos in vitro,
servem para demonstrar uma problematica real. As semelhangas morfoldgicas entre a mucosa
suina e humana, combinadas com consideragdes €ticas, sdo as principais razdes para utilizagao

desta mucosa em ensaios de permeagdo (WADELL et al., 2003).

5.4.3 Estudo de permeacio in vitro utilizando cornea bovina

A quantidade de cada um dos agrotdxicos retida e permeada através da cornea bovina
ap6s finalizado o estudo e o doseamento da quantidade de agrotoxico presente no

compartimento doador também ao final do estudo, estdo descritos nas tabelas 12 e 13.
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Tabela 12 - Quantidade de Tebuconazol encontrada no estudo de permeagao nas concentragdes

de 0,2 mg/mL e 0,4 mg/mL.

Quantidade de
0,2 mg/mL 0,4 mg/mL
Tebuconazol aplicada
Média DP CV% Média DP CV%
Retido na cornea (ng) 230,62 12,70 5,50 447,16 69,93 15,63
Total permeado (ng) 17,50 1,25 6,91 24,54 4,43 15,24
Compartimento
57447 54,82 9,54 1043,65 86,55 8,29
doador (ng)
Quantidade total
63,27 4,30 6,80 58,28 5,96 10,21

recuperada (%)

Fonte: Autoria propria.

Tabela 13- Quantidade de Piraclostrobina encontrada no estudo de permeagdo nas

concentragdes de 0,3 mg/mL e 0,5 mg/mL.

Quantidade de
Piraclostrobina 0,3 mg/mL 0,5 mg/mL
aplicada
Média DP CV% Média DP CV%
Retido na cornea (ng) 336,33 62,57 18,60 473,91 136,24 28,74
Total permeado (ng) 17,36 0,09 0,55 15,84 0,61 3,89
Compartimento
756,29 85,56 11,31 1023,54 34,44 3,36
doador (ng)
Quantidade total
56,92 1,30 2,28 46,56 4,95 10,63

recuperada (%)

Fonte: Autoria propria.

No célculo do balanco de massa, a recuperacdo tanto do Tebuconazol quanto da

Piraclostrobina foi entre 45-65%, demonstrando que houve perdas na execu¢ao da metodologia.

Estes dados necessitam, portanto, de uma reavaliagao.
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O perfil de permeagdo do Tebuconazol e Piraclostrobina obtido a partir da analise dos

dados ¢ o demonstrado na figura 40.

Figura 40 - Perfil cumulativo do Tebuconazol e Piraclostrobina permeado (ng/ cm?) em
experimento de 4 horas utilizando cérnea bovina com aplicacao de 6,5uL das soluces diluidas
dos agrotoxicos, respectivamente (N = 6). FT: fluxo de tebuconazol. FP: fluxo de

piraclostrobina.
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Fonte: Autoria propria.

Seguindo um perfil semelhante a permeagdo através da mucosa vaginal, na permeacao
através de cornea bovina, foram encontradas diferengas estatisticamente significativas ANOVA
one way (p < 0,5) na quantidade total permeada, entre as diferentes concentracdes do TBZ
aplicado. Ao mesmo tempo, a quantidade total permeada de Tebuconazol ANOVA one way (p
< 0,5) fo1 também maior que a de Piraclostrobina, mesmo apds aplicacdo de concentragoes
menores.

As figuras abaixo 41 e 42 mostram o perfil de permeacdo do Tebuconazol e
Piraclostrobina comparativo, obtido utilizando as diferentes membranas (cornea bovina,
mucosa vaginal e septo nasal de suinos) através do mesmo aparato (células de difusdo horizontal
side by side). Os resultados demonstram diferenga estatisticamente significativa e maior
(ANOVA one way p<0,5) na quantidade total permeada a partir da aplicacao de 0,4mg/mL de
Tebuconazol e 0,5mg/mL e Pioraclostrobina através da mucosa vaginal apds 4hs de
experimento quando comparado com a quantidade total permeada através de outras membranas,
independente da concentragdo do produto aplicada. Foi encontrada uma semelhanga
estatisticamente significativa (ANOVA one way p<0,5) na quantidade total de TBZ permeada

na aplicagdo de 0,2mg/mL entre as mucosas vaginal de septo nasal.
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Figura 41- Perfil de permeacdo do Tebuconazol comparativo obtido utilizando as diferentes

membranas (cornea bovina, mucosa vaginal e septo nasal de suinos).
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Fonte: Autoria propria.

Figura 42- Perfil de permeacdo da Piraclostrobina comparativo obtido utilizando as diferentes

membranas (cérnea bovina, mucosa vaginal e septo nasal de suinos).
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Fonte: Autoria propria.

55 AVALIACAO DA BIODISTRIBUICAO IN VITRO UTILIZANDO OLHOS
INTEIROS

Neste experimento foram propostas algumas modificacdes ao método desenvolvido por

CARDOSO, 2020, que avaliou a permeag¢ao do agrotoxico Dimetoato utilizando olhos bovinos
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inteiros e frescos, refrigerados e danificados. As principais modificacdes metodoldgicas
realizadas foram a avaliagdo em diferentes estruturas internas do olho, com o objetivo de avaliar
a biodistribuicao dos agrotdxicos nos tecidos; a quantidade aplicada foi diminuida visando
tornar mais realista o experimento; antes da aplicagao dos produtos, o olho foi umedecido com

soro fisioldgico, com o objetivo de manter a umidade.

5.5.1 Avaliacio da biodistribuicao in vitro utilizando olhos bovinos inteiros

A figura 43 mostra os resultados obtidos apos a andlise do perfil de permeagao dos
agrotoxicos no humor aquoso ¢ a figura 44 a retengdo nas estruturas internas do olho (cérnea,
iris, humor vitreo, cordide e a retina), quando da aplicagdo de S0uL dos produtos diluidos do
Tebuconazol e da Piraclostrobina durante o periodo de 2h. A retengao foi avaliada nos tempos

de contato de 15 minutos e 2h do experimento.

Figura 43- Perfil cumulativo do Tebuconazol e Piraclostrobina permeado (ng/ cm?) no humor
aquoso em experimento de 2 horas utilizando olho bovino inteiro, com aplicacdo de 50 uL das
solucdes diluidas dos agrotoxicos, respectivamente (N = 6). FT: fluxo de tebuconazol. FP: fluxo

de piraclostrobina.
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Fonte: Autoria propria.

Independente do agrotoxico utilizado, quando da aplicacdo da dilui¢do de menor
concentragcdo, houve uma diminui¢do da permeacdo ap6s 1 e 1,5h para a Piraclostrobina e
Tebuconazol, respectivamente, provavelmente devido a deple¢do do agrotdxico sobre a cornea.
Contrariamente, quando da aplicacdo das maiores concentracdes dos produtos diluidos,

independente do agrotdxico utilizado, houve aumento da quantidade de agrotoxico permeada.
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Os estudos realizados por Cardoso, 2020 em olho inteiro, demonstraram resultados
estatisticamente semelhantes entre as concentragdes de Dimetoato no humor aquoso aos 60 e
120 minutos apos aplicacao de 50uL de dimetoado 5 mg/mL. Neste estudo, com as menores
diluicdes de Tebuconazol e Piraclostrobina aplicadas, este mesmo padrao foi observado.

Os dados observados apos permeagao utilizando o modelo de olho inteiro demonstraram
quantidade total permeada de Piraclostrobina maior que de Tebuconazol, contrariando o
resultado utilizando cérnea bovina excisada em experimento in vitro utilizando células de

difusdo horizontal side by side. Uma melhor avaliagdo deste fato deve ser feita

A figura 44 apresenta uma avaliacdo comparativa entre as retencdes observadas nas
diferentes estruturas do olho bovino para as diluicdes de trabalho de ambos os agrotoxicos

avaliados neste trabalho.

Figura 394- Retencdo nas estruturas internas do olho (cornea, iris, humor vitreo, cordide e a
retina), quando da aplicac¢do de 50uL de Tebuconazol (A) e Piraclostrobina (B), nos tempos de
contato de 15 minutos e 2h do experimento.
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Fonte: Autoria propria.

Independente do agrotéxico utilizado, a aplicacdo de concentragcdes maiores gerou
retencoes também maiores em todas as estruturas internas do olho avaliadas. Ao mesmo tempo,
a concentragdo de agrotoxico retida (ng/mL) em todas as estruturas foi maior apds duas horas
de experimento que nos primeiros 15 minutos (exceto para a concentragao recuperada no humor
vitreo para a Piraclostrobina).

Estudos de biodistribui¢do em tecidos oculares foram realizados por Caravaca et a/,2023
para avaliacdo da progesterona. Neste caso foi utilizado o olho suino devido a sua maior
similaridade com o olho humano no que trata de tamanho, espessura da cornea (0.5-0.7 mm) e
esclera (AGARWAL e RUPENTHAL, 2016). No nosso estudo, como foi utilizado olho bovino
(espessura de cornea 0.9—1.1 mm), admite-se uma menor permeacao, comparada a permeagao

através da cornea humana.

5.5.2 Avaliac¢ao da biodistribuicao in vitro utilizando olhos suinos inteiros

A figura 45 mostra os resultados obtidos apos a andlise do perfil de permeacgdo dos
agrotoxicos no humor aquoso suino durante o periodo de 2 horas quando da aplicagao de 25uL
dos produtos diluidos do Tebuconazol e da Piraclostrobina. J4 a figura 46 a retengdo nas
estruturas internas do olho (cornea, esclera, iris, humor vitreo e cordide), quando da aplicagao
de 25uL dos produtos diluidos do Tebuconazol e da Piraclostrobina durante o periodo de 2h. A

retencao foi avaliada nos tempos de contato de 15 minutos e 2h do experimento.
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Figura 405- Perfil cumulativo do Tebuconazol e Piraclostrobina permeado (ng/ cm?) no humor

aquoso em experimento de 2 horas utilizando olho suino inteiro, com aplicacdo de 25 uL das

solucdes diluidas dos agrotoxicos, respectivamente (N = 6).
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Figura 416- Retencdo nas estruturas internas do olho (cérnea, esclera, iris, humor vitreo e

coroide), quando da aplicacdo de 25uL de Tebuconazol (A) e Piraclostrobina (B), nos tempos

de contato de 15 minutos e 2h do experimento.
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Quando da avaliagdo da biodistribuicdo dos agrotdxicos nas estruturas oculares suinas da
cornea, esclera, iris, humor vitreo e coroide com 15 minutos e 2 horas de contato com as
diluicdoes dos produtos foi possivel observar um aumento de retencdo do agrotoxico
Tebuconazol na iris e no humor vitreo. Para concentragao de 0,4 mg/mL o aumento na iris foi
de cerca de 4 vezes mais enquanto que para concentracao de 0,2 mg/mL esse aumento esteve
em torno de 20 vezes. Para o humor vitreo em ambas concentragdes avaliadas do Tebuconazol
este aumento esteve em torno de 1 vez no tempo de contato de 2 horas em comparagao com o
tempo de 15 minutos.

Para Piraclostrobina quando da avaliagdo da dilui¢do de 0,5 mg/mL foi observado um
aumento na concentracdo de agrotdxico encontrada em todas as estruturas oculares, quando
comparado o tempo de 15 minutos e 2 horas de contato. Para as estruturas da cérnea, iris, humor
vitreo e coroide esse aumento foi de cerca de 1,5 vezes, ja para esclera o aumento esteve em
torno de 3 vezes mais. Na avaliagdo da dilui¢do a 0,3 mg/mL ndo foi possivel inferir
comparagdes entre os tempos de contato propostos, visto que as concentragdes doseadas se
encontraram abaixo do limite de deteccdo do método analitico, ndo sendo possivel realizar essa
diferenciagao.

Da mesma forma como foi observado na avaliagdo da biodistribui¢do com olho bovino a
concentragao de agrotoxico retida (ng/mL) em todas as estruturas foi maior apds duas horas de

experimento que nos primeiros 15 minutos

5.6  TESTE DE OPACIDADE E PERMEABILIDADE EM CORNEA BOVINA (BCOP)

De acordo com a metodologia utilizada, o BCOP classifica as formulagdes como:
categoria 1, no caso de causarem danos graves as corneas; sem categoria, aquelas classificadas
como ndo irritantes para as corneas e as formulacdes ndo determinadas, quando ndo € possivel

realizar uma predigd@o. A tabela 14 a seguir apresenta os resultados obtidos.

Tabela 14- Resultados obtidos com a realizagédo do teste de opacidade e permeabilidade em

cérnea bovina.

Substancia avaliada Pontuacao Classificacao
M DP
Tebuconazol 0,2 mg/mL 2,09 2,29 Sem categoria

Tebuconazol 0,4 mg/mL 2,43 1,01 Sem categoria
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Tebuconazol 200 g/L 5,25 4,23 Sem predicao
Piraclostrobina 0,3 mg/mL 2,79 0,96 Sem categoria
Piraclostrobina 0,5 mg/mL 2,98 0,85 Sem categoria

Piraclostrobina 250 g/L 8,93 3,85 Sem predicao
NaOH 1% 190,44 3,31 Categoria 1
NaCl 0,9% 2,02 0,60 Sem categoria

Fonte: Autoria propria.

As solugdes controle apresentaram resultado esperado, sendo a solugao de NaOH 0,1N,
classificada como categoria 1, capaz de causar danos graves a cornea, € a solugdo fisiologica
de NaCl a 0,9% incapaz de causar irritagdo. Ja com relacdo aos agrotoxicos avaliados o perfil
para ambos foi semelhante. Os produtos diluidos foram classificados como sem categoria, ou
seja, ndo sendo capaz de causar graves danos a cornea. J4 os produtos concentrados foram
classificados como ndo determinados, onde nenhuma predi¢do pode ser feita com relagdo ao

potencial de irritacdo oftalmica desses produtos.

E essencial que sejam realizadas avaliagdes acerca do potencial de irritabilidade ocular
de agrotoxicos que ndo tem seus efeitos irritantes de contato percebidos visualmente pelos
trabalhadores, que continuam a lidar com os agrotoxicos, na maioria das vezes, sem protecao

ou com protecao limitada (SHALINI, PROSUN, SUJATA, 2016)

57 AVALIACAO IN VIVO DE RESIDUOS DE TEBUCONAZOL E
PIRACLOSTROBINA EM AGRICULTORES

O ensaio in vivo foi realizado em plantacdo de cebola, onde, geralmente, todas as
atividades exceto a aplicacdo de agrotoxicos, sdo realizadas na posi¢do de cocoras. Os
trabalhadores envolvidos nestas atividades na agricultura familiar, incluindo as mulheres, sao
responsaveis pela aquisi¢do e uso do vestuario de protecao individual, cabendo a ele julgar se
¢ adequado para o manuseio e aplicagdo do agrotoxico. No caso de mulheres, o uso de saia, as

deixa mais expostas ao contato com os agrotoxicos, como demonstrado das figuras 47 a 49.
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Figura 427- Agricultora com suas vestimentas de trabalho.

Fonte:  https://share.america.gov/pt-br/com-bilhoes-de-pessoas-para-serem-alimentadas-agricultura-

sustentavel-nao-e-um-luxo/

Figura 438- Mulheres na agricultura.

Fonte:https://outraspalavras.net/outrasaude/se-nao-reconhece-o-papel-e-o-trabalho-das-mulheres-

entao-nao-e-agroecologia/

Figura 449- Mae e filha na agricultura.

Fonte: https://believe.earth/pt-br/empoderar-mulheres-rurais-e-dar-poder-ao-meio-ambiente/
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As decisdes sobre o uso de EPIs representam um desafio, pois muitos trabalhadores
agricolas desconhecem os perigos potenciais dos produtos agrotoxicos € muitas vezes nao estao
informados sobre o tipo de EPI que deve ser usado durante o manuseio desses produtos
(DAMALAS et al., 2016).

O uso de dispositivos de protecdo individual depende muito de decisdes individuais e
essas decisdes podem ser influenciadas por varios fatores: percepc¢ao do risco, consciéncia de
pertencer a um grupo de risco, consciéncia da gravidade dos perigos potenciais, crenga de que
a prevencao ¢ eficaz na reducdo do risco potencial e também que a prevengdo ¢ possivel
(DAMALAS E HASHEMI, 2010).

A tabela 15 mostra as vestimentas utilizadas por cada um dos trabalhadores avaliados
neste ensaio in vivo. O aplicador geralmente € o responsavel pela aquisi¢do e uso do vestuario
de prote¢do individual, cabendo a ele julgar se ele ¢ adequado para o manuseio e aplicagdao do
agrotoxico. Com excecdo do pesquisador, nenhum dos trabalhadores participantes do estudo

usava vestimenta adequada.

Tabela 15- Vestimentas utilizadas pelos trabalhadores rurais avaliados neste estudo in vivo.

Trabalhadores rurais avaliados Vestimentas utilizadas

Pesquisador Vestuario normal de trabalho (casacos de
manga comprida e cal¢as de algodao e ténis) (>

300 g/m?) (FMC Quimica do Brasil Ltda, n.d.).

Trabalhador 1 (T1) Blusa de algoddao de mangas compridas, calca
comprida de tactel, botas de cano curto,

mascara PFF2 e chapéu.

Trabalhador 2 (T2) Blusa de algoddo de mangas compridas,
bermuda de tactel, botas de cano longo,

mascara PFF2 e boné.

Trabalhador 3 (T3) Blusa de algoddo de mangas compridas, calga
jeans e botas de cano longo.
Trabalhador 4 (T4) Blusa de mangas compridas com protecao UV,
calca comprida de tactel, botas de cano longo e
boné.
Trabalhador 5 (T5) Blusa de mangas compridas com protecao UV,

bermuda jeans, chinelos e boné.

Fonte: Autoria propria.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969719322053#bb0080
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969716314875#bb0065
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A figura 50 corresponde a fotografias registradas durante os dias de realizagdo da

avaliagdo in vivo deste trabalho, no municipio de Belém do Sao Francisco-Pernambuco.

Figura 50- Trabalhadores rurais realizando suas atividades rotineiras durante a avaliagéo in vivo.

Fonte: Acervo pessoal

Da mesma forma que foi evidenciado na pesquisa de Cardoso et al., 2020, os
trabalhadores avaliados neste trabalho demonstraram preocupagdo com a exposi¢do ao sol,
visto que em sua maioria utilizaram bonés e blusas de manga comprida, sejam com protecao
UV ou ndo. No entanto, ndo demonstraram a mesma preocupacao com relagdo a exposi¢ao aos
agrotoxicos manipulados por eles, como visto na figura 48 acima. Segundo Licina ef al. 2019,
"téxteis comuns oferecem alguma prote¢do, mas permanecem inferiores aos equipamentos de

prote¢do individual corretos, resultando em toxicidades agudas e cronicas ap6s a penetragao
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percutanea de pesticidas da roupa". Isso significa que a absor¢do e permeabilidade dos téxteis
pode ser influenciado pela forma como os agrotoxicos se distribuem dentro do préprio tecido.

O acima mencionado ¢ particularmente importante, porque de acordo com Garrigou et
al. 2020, se essas roupas forem usadas tanto para manusear agrotdoxicos quanto como roupas
comuns, elas poderiam ser usadas como tal para tarefas agricolas que ndo sejam o manuseio de
agrotoxicos, durante todo o dia. Ao mesmo tempo, as condi¢cdes ambientais, como calor,
umidade e transpiragdo do trabalhador, também podem afetar a transferéncia de agrotoxicos da
roupa para a pele (WESTER et al., 2000).

Em estudo de IVPT realizado por Carvalho, 2022 (dados ndo publicados), utilizando
tecido jeans e UV (timidos ou secos) acima da pele humana, mostrou que a quantidade
cumulativa permeada (pg/cm?) do agrotéxico Dimetoato utilizando os tecidos umedecidos com
suor artificial foram significativamente diferentes entre o uso do tecido UV e jeans imidos apos
as 6hs, sendo maior com o uso do jeans. Ao mesmo tempo, ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa ap6s 10hs de permeacao, entre o uso do jeans umido e da pele
sozinha (ANOVA post-hoc Bonferroni test, p<0.05). De acordo com o autor, isto pode
demonstrar a inexisténcia de qualquer nivel de prote¢do da pele com o uso do tecido jeans, apos
um determinado tempo de contato com pele "suada" ( ~10hs). Um estudo de IVPT realizado
por Cardoso (2020) utilizando pele de porco, cotton seco, uma aplicagdao de 0,4 e 1,8ug de
Dimetoato, e um tempo de contato de 4 horas, demonstrou que a concentracao do agrotdxico
retido na pele foi 3 a 6x maior quando da aplicagdo do spray diretamente sobre a pele.

Todas as descri¢goes acima relatadas, demonstram a necessidade de acodes direcionadas
a educacdo e treinamento do trabalhador rural quanto ao uso do agrotoxico (MEMON et al.,
2019) Visto que o treinamento dos agricultores sobre o uso de produtos agrotoxicos foi
associado a altos niveis de comportamento de seguranca (DAMALAS e KOUTROUBAS,
2017).

A Tabela 16, abaixo, mostra as quantidades de Tebuconazol (ng/cm?) extraidas dos

algoddes (patchs) avaliados.

Tabela 16- Quantidade de Tebuconazol (ng/cm2) encontrada no algodao avaliado em diferentes

regides do corpo em cinco trabalhadores e um pesquisador, ap6s 4 horas de trabalho rotineiro.

Regiao do Tebuconazol em algodao (ng/cm?)

corpo Pesquisador  T1 T2 T3 T4 T5



https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969719322053#bb0080
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969719322053#bb0080
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Centro do 69,59 1,243 2,522 473,765 104,332 113,838
peito
Antebraco 2,75 2,907 139,173 3,090 17,710 17,040
direito
Antebraco 5,21 5,487 20,350 2,892 10,166 6,539
esquerdo
Coxa direita 6,53 6,474 19,209 22,640 56,124 93,759
Coxa esquerda 2,37 0,737 18,940 21,162 13,264 95,818
Pé direito 62,00 6.576,03 5.669,314 685,158 11,989 348,121
Pé esquerdo 37,06 13.052,68 4.621,085 408,482 39,349 408,554
Nuca 0,46 2,380 2,309 0,485 2,870 63,580

Fonte: Autoria propria.

As Tabelas 17, 18 e 19 apresentam as quantidades de Tebuconazol extraidas das fitas

adesivas contendo estrato cérneo (ng/cm?), o valor de exposi¢io dérmica calculado e o fator de

penetragdo (FP) no estrato corneo respectivamente, para os 5 trabalhadores rurais participantes

do estudo mais um pesquisador. A Tabela 20 mostra a exposigdo e percentual de dose toxica por

hora de trabalhadores ao Tebuconazol durante a realizagdo de pulverizagdo de cebola.

Tabela 17- Quantidade de Tebuconazol (ng/cm2) encontrada em fita com estrato corneo

avaliada em diferentes regides do corpo em todos 0s participantes e o pesquisador, apos 4 horas

de trabalho.

Regido do corpo

Tebuconazol no Estrato Corneo (ng/cm?)

Pesquisador Tl T2 T3 T4 T5
Antebraco direito 0,00 2,2 24,84 8,00 21,92 22,63
Antebraco esquerdo 0,00 4,63 3,04 5,21 22,93 2,97
Média dos 0,00 341 13,94 6,60 22,42 12,80
antebracos
Nuca 0,00 1,66 12,80 1,93 1.030,51 5,67

Fonte: Autoria propria.
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Tabela 18- Valor de exposicdo dérmica de Tebuconazol (mg/regido do corpo).

Valor de exposiciao dérmica (mg de Tebuconazol/ regido do corpo)

Pesquisador Tl T2 T3 T4 TS

0,42 25,76 138,28 3,29 0,73 2,16

Fonte: Autoria propria.

Tabela 19- Fator de penetracdo do Tebuconazol (FP%) no estrato corneo analisado para todos

0s participantes.

Regiao do Fator de penetracio do Tebuconazol (FP%) no estrato cérneo
corpo Pesquisador  Tl1 T2 T3 T4 T5
Antebracos 0,00 44,84 14,88 68,83 61,67 52,06
Nuca 0,00 0,85 84,72 79,94 99,72 8,18

Fonte: Autoria propria

Tabela 20- Exposicdo e percentual de dose toxica por hora de trabalhadores ao Tebuconazol

durante a realizacao de pulverizacdo de cebola.

Participantes do Dermal (mg/h) Respiratoria Total (percentual de
estudo (mg/h) dose toxica/hora) *
Pesquisador 0,11 NA 0,00015
T1 6,44 NA 0,0092
T2 34,57 NA 0,0494
T3 0,82 NA 0,0012
T4 0,18 NA 0,0003
TS5 0,54 NA 0,0008

Fonte: Autoria propria.
* Calculado para corpo de 70 kg com base na DL50 dérmica para rato (OMS, 1982) e usando a DL50 apresentada

na bula do Rival®. NE — Néo avaliado neste estudo.NA- ndo avaliada neste estudo.
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Do mesmo modo que o descrito acima, realizado para o Tebuconazol, foram realizadas

quantificagdes para o agrotoxico Piraclostrobina. A Tabela 21 mostra as quantidades de

Piraclostrobina (ng/cm?) extraidas dos algoddes (patchs) avaliados, enquanto a Tabela 22

apresenta as quantidades de Piraclostrobina extraidas das fitas adesivas contendo estrato corneo

(ng/cm?).

Tabela 21- Quantidade de Piraclostrobina (ng/cm2) encontrada no algoddo avaliado em

diferentes regides do corpo em cinco trabalhadores e um pesquisador, ap6s 4 horas de trabalho

rotineiro.
Regido do Piraclostrobina em algodao (ng/cm?)
corpo Pesquisador T1 T2 T3 T4 TS
Centro do 69,59 0,957 3,243 36,838 120,084 22,269
peito
Antebraco 2,75 3,000 345,441 0,861 59,128 33,518
direito
Antebraco 5,21 0,845 50,386 21,899 50,487 16,342
esquerdo
Coxa 6,53 7,647 39,388 81,746 67,497 109,750
direita
Coxa 2,37 2,503 39,886 57,001 15,988 12,577
esquerda
Pé direito 62,00 5.152,124  5.606,293 670,312 3,975 662,652
pé 37,06 90.541,949 4.889,634 1.394,802 0,449 501,567
esquerdo
Nuca 0,46 1,520 2,404 0,935 23,905 40,591

Fonte: Autoria propria.

Tabela 22- Quantidade de Piraclostrobina (ng/cm2) encontrada em fita de estrato corneo

avaliada em diferentes regides do corpo em todos os participantes e o pesquisador, apds 4 horas

de trabalho.

Regisio do corpo

Piraclostrobina no Estrato Cérneo (ng/cm?)

Pesquisador

T1

T2

T3

T4

TS

Antebraco direito

0,00

3,45

59,089 39,83

66,86

33,47
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Antebraco esquerdo 0,00 4,07 4,095 17,94 4381 9,25
Média dos antebracos 0,00 376 61,14 28,88 55,33 21,36
Nuca 0,00 1,73 17,88 14,12 7,98 4,51

Fonte: Autoria propria.

Os valores calculados de exposi¢ao dérmica calculado e o fator de penetracao (FP) no
estrato corneo estdo descritos nas Tabela 23 e 24 respectivamente, para o pesquisador e 5

trabalhadores rurais participantes do estudo.

Tabela 23- Valor de exposicdo dérmica de Piraclostrobina (mg/regido do corpo).

Valor de exposicio dérmica (mg de piraclostrobina/regiao do corpo)
Pesquisador T1 T2 T3 T4 TS
0,42 19,30 145,43 3,39 0,89 2,14

Fonte: Autoria propria.

Tabela 24- Fator de penetracdo do Piraclostrobina (FP%) no estrato cdrneo analisado para todos
0s participantes.

Regido do corpo Fator de penetracio da piraclostrobina (FP%) no
estrato corneo
Pesquisador T1 T2 T3 T4 TS
Antebracos 0,00 66,16 23,60 71,74 50,24 46,14
Nuca 0,00 53,27 88,15 93,79 25,02 9,99

Fonte: Autoria propria.

A Tabela 25 mostra a exposi¢ao e percentual de dose toxica por hora de trabalhadores a

Piraclostrobina durante a realiza¢do de pulverizagao de cebola.

Tabela 25- Exposicdo e percentual de dose toxica por hora de trabalhadores a Piraclostrobina
durante a realizacdo de pulverizacdo de cebola.

Participantes do Dermal (mg/h) Respiratoria Total (percentual de
estudo (mg/h) dose toxica/hora)

Pesquisador 0,11 NA 0,00015
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T1 4,82 NA 0,0069
T2 36,36 NA 0,0519
T3 0,85 NA 0,0012
T4 0,22 NA 0,0003
TS 0,53 NA 0,0007

Fonte: Autoria propria

NA- nio avaliada neste estudo.

Os fatores de penetragcdo da Piraclostrobina para nuca e bragos variaram entre 9,99 -
93,79 ¢ 23,60 -71,74 % e os do Tebuconazol entre 0,85-99,72 ¢ 14,88-68,83%, respectivamente.
Estes valores sdo aparentemente maiores que os encontrados por Cardoso, 2020 e os resultados
publicados por Protano, 2009 para o Dimetoato. Esta varia¢do justifica-se devido ao uso
equipamentos de prote¢ao individual pelos trabalhadores que nao atendiam a todos os requisitos
de seguranca.

Neste estudo, a piraclostrobina e tebuconazol foram doseados nas secreg¢des dos olhos,
mediante andlise direta (Tabela 26), com o objetivo de mostrar aos agricultores que a falta de
oculos de protecdo podem aumentar a possibilidade de exposicao da via ocular. Somado a isto,
durante a aplicagdo do agrotoxico, o manuseio da bomba, e posterior uso das maos sem
lavagem, podem tem influenciado nesta contaminac¢ao. No entanto, ndo podemos descartar que
a contaminacdo pode levar a resultados perigosos, € a longo prazo até trazer prejuizos a satde
desses trabalhadores, uma vez que os agrotdxicos sdo conhecidos por causar anormalidades nos
olhos associadas a visdo turva, lacrimejamento, dor nos olhos, vermelhidao, inchaco e irritagao
dos olhos, ap6s a exposi¢ao a agrotoxicos, € geralmente esses prejuizos sao maiores entre os
trabalhadores de pulverizagao (SANYAL, 2017). Apesar de ndo ter sido analisada, a exposi¢ao
respiratoria ¢ particularmente perigosa porque as particulas de pesticidas podem ser
rapidamente absorvidas através dos pulmdes para a corrente sanguinea, podendo causar sérios

danos ao nariz e tecido pulmonar se inalado em quantidades suficientes (RISK, 2001).

Tabela 26- Resultados andlise da Piraclostrobina e Tebuconazol na lagrima dos trabalhadores
(ng/ mL).

Amostra Concentracao de Piraclostrobina e Tebuconazol (ng/mL)
Pesquisador T1 T2 T3 T4 T5
Piraclostrobina 0,00 455,307 0,695 23,88/ 14,542/ 14,505/
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olho direito

Piraclostrobina 0,00 42,02 14,93 <LIQ* 3,43 2,82
olho esquerdo

Tebuconazol 0,00 2,278 1,979 13,729 8,36 9,621

olho direito

Tebuconazol 0,00 1,05 2,50 <LIQ* 2,23 2,83

olho esquerdo

Fonte: Autoria prépria

<LIQ* (Limite inferior de quantificacdo 9,99 ng/ mL)

De acordo com Thredgold et al. (2019), em ambientes agricolas, apesar da aplicagdo por
pulverizacdo ser comum, ¢ relatado que apenas 10% da exposi¢ao total a agrotoxicos ocorre
por via respiratoria. Os 90% restantes sdo atribuidos a absor¢do ou ingestdo dérmica. Neste
estudo ndo foi avaliada a exposigao respiratoria. Por esse motivo, para o calculo do percentual
de dose toxica (Tabelas 20 e 25), esse dado foi desconsiderado.

Fazer um experimento controlado em uma plantacao real, com aplicadores reais em
condi¢des reais de trabalho ¢ muito dificil. Isso se deve ao fato de que hé vérios fatores
envolvidos no momento e condi¢des de aplicacao de produtos agrotoxicos, bem como ao grande
nimero de produtos utilizados (MERCADANTE et al., 2018). Somado a isto, os trabalhadores
podem ser expostos via dérmica, ao produto, por exemplo, durante a mistura e carregamento,
ou a diluicdo do spray durante a aplicagdo no campo, ou seja, em atividades que precedem a
aplicacdo propriamente dita (AGGARWAL et al., 2019), o que, dificulta mais ainda o controle
do experimento.

Neste estudo, padronizou-se a area e o tipo de plantio, o produto e seu preparo, bem como
o tempo de pulverizagdo, utilizando-se bombas costais de mesmo volume. O método patch
utilizado neste estudo assume que a distribui¢cdo dos agrotoxicos ocorre de maneira uniforme
na superficie do corpo, o que ¢ uma desvantagem do método, mas apesar disso tem sido
utilizado por varios pesquisadores por ser de baixo custo (SOUTAR et al., 2000; POUZOU et
al., 2018).

Os dados sobre a exposicdo dérmica na atividade de aplicacdo de produtos agrotoxicos
por pulverizagdo sdo escassos na literatura. Além disso, ndo ¢ muito claro em trabalhos se as
medic¢des da exposi¢do dérmica estdo relacionadas apenas ao processo de pulverizagdo ou ao
manuseio do produto agrotoxico como um todo (ou seja, incluindo a preparacao do caldo de

pulveriza¢do) (BERGER-PREIB et al.,2005).
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Nas estimativas de casos de cancer para o ano de 2023 disponibilizadas pelo INCA,
descritas no referencial tedrico deste trabalho, que cerca de 15% dos casos de cancer no estado
de Pernambuco sdo relativos a neoplasias que atingem a populacdo feminina. Através do
levantamento de dados da Secretaria de Saude de Belém do Sdo Francisco, foram notificados
184 o6bitos por neoplasias no periodo de 2010 a 2020, sendo 51,09% destes obtidos referentes
ao sexo feminino (CARVALHO, 2022).

Correlacionando as informacdes obtidas na literatura com uma expressiva parcela da
populagcdo feminina ligada as atividades de agricultura no municipio de Belém do Sao
Francisco, uma significante incidéncia de casos de canceres femininos no estado de
Pernambuco e de 6bitos no municipio de Belém do Sao Francisco € possivel levantar alguns
questionamentos acerca da relagdo de exposi¢do a produtos agroquimicos versus o
desenvolvimento de neoplasias.

Contudo na avaliagdo in vivo realizada neste trabalho, ndo houve nenhuma trabalhadora
agricola participante do sexo feminino, sendo importante a avaliagdo destas mulheres em
trabalhos futuros para que se possa obter maiores informagdes sobre o potencial de permeagao
cutinea e transmucosa dos agrotdxicos a que essas mulheres se encontram expostas ao realizar

suas atividades de trabalho nas lavouras.
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6 CONCLUSAO

o O método bioanalitico adaptado por Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria
de Massas (LC-MS/MS) para detec¢do de residuos de Tebuconazol e Piraclostrobina em pele
humana, fitas adesivas contendo estrato cérneo, sec¢des de algoddo, mucosa vaginal e septo
nasal suinos, cornea e demais estruturas oculares bovinas mostrou-se seletivo e linear, sendo
entdo confiavel para realizacao das analises quantitativas deste trabalho;

o Os ensaios de permeacao in vitro, em sistema de difusdo vertical, utilizando pele humana
evidenciaram diferengas estatisticamente significativas (p < 0,5) na quantidade total permeada
entre os agrotoxicos Tebuconazol e Piraclostrobina. O perfil de permeacdo do Tebuconazol
através da pele humana demonstrou ser superior ao da Piraclostrobina. O balanco de massas
entre 95-105%, demonstra reprodutibilidade na execucao da metodologia;

. Os resultados dos ensaios in vitro, em sistema de difusdo horizontal, utilizando mucosas
vaginal e de septo nasal suinos e de cornea bovina apresentaram semelhantes aos encontrados
para pele humana. Tanto nas mucosas suinas quanto na cérnea bovina o percentual de
Tebuconazol permeado foi maior que o de Piraclostrobina (p < 0,5), mesmo as quantidades de
Tebuconazol aplicadas serem menores quando em comparagao com as quantidades aplicadas
de Piraclostrobina. O balango de massas para os ensaios com mucosas suinas apresentou
reprodutibilidade adequada, entre 95 e 105%, ja para cérnea bovina este valor ficou em torno
de 45 a 65%, o que demonstra uma perda consideravel, sendo necessarias mais avaliagdes da
permeacao através desta biomembrana;

. Na avaliagdo da biodistribuicao em olhos bovinos inteiros foi observado para ambos os
agrotoxicos um aumento da quantidade permeada a partir das dilui¢des mais concentradas, para
Piraclostrobina 0,5mg/mL e para o Tebuconazol 0,4mg/mL. Além disso os dados demonstraram
quantidade total de permeada de Piraclostrobina maior que de Tebuconazol, diferentemente do
resultado que foi obtido na permeacdo em cornea bovina in vitro utilizando células de difusao
horizontal side by side. Esse resultado mostra necessaria uma reavaliacdo dos parametros
envolvidos em ambos os testes.

. Na avaliagdo da biodistribuicdo em olhos suinos inteiros pode-se observar, da mesma
forma que para a avaliagdo com olhos bovinos, que as diluicdes mais concentradas de ambos
os produtos (Piraclostrobina 0,5mg/mL e Tebuconazol 0,4mg/mL) geraram um aumento de
quantidade permeada. Além disso foi observado um aumento da concentracdo retida tanto do
Tebuconazol quanto da Piraclostrobina com um maior tempo de contato de suas dilui¢des na

superficie ocular.
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o Ainda com relacdo a avaliagdo da biodistribuicdo dos produtos analisados foram
evidenciadas que aplicagdo de maiores concentragdes de ambos os agrotoxicos geraram maiores
retengdes em todas as estruturas internas do olho avaliadas. Sendo essas maiores concentragdes
observadas apds duas horas de experimento quando comparadas com 15minutos de
experimento.

. Na avaliagdo in vivo foi observada a falta de uso de EPI’s e a pequena preocupacao dos
trabalhadores rurais com os perigos de estarem expostos sem a protecao adequadas a produtos
agrotoxicos, evidenciando a necessidade de agdes de educacdo e treinamento do trabalhador
rural quanto ao uso do agrotéxico. No que que diz respeito ao fator de penetracdo calculado e
a quantidade de agrotoxicos encontrada nas lagrimas dos trabalhadores observa-se uma
variacdo deste percentual entre os participantes da avaliagdo, muito associada ao nao uso de

vestimentas e calgados adequados, luvas e 6culos de protegao.
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